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ABSTRACT
P h l e o m y c i n , a  c o p p e r  c o n t a i n i n g  p r o t e i n , h a s  a  b r o a d  
r a n g e  o f  a n t i b i o t i c  ( 3 , 4 , 6 )  , a n t i  t u m o u r  ( 7 , 9 ) ,  a n d  
a n t i - v i r a l  ( 5 )  a c t i v i t y .  A t  l o w c o n c e n t r a t i o n s  i t  
i n d u c e s  DNA b r e a k d o w n  a n d  d e a t h  i n  g r o w i n g  c u l t u r e s  o f  
E . c o l i  B,  b u t  h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  s t a t i o n a r y  p h a s e  
b a c t e r i a  ( 1 0 ) .  H o w e v e r ,  i t s  a c t i o n  c a n  b e  s t r o n g l y  
p o t e n t i a t e d  o n  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  c e r t a i n  c o m p o u n d s .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  t e r m e d  
" a m p l i f i c a t i o n " . The  m e c h a n i s m  o f  a m p l i f i c a t i o n  o f  
p h l e o m y c i n  i s  n o t  w e l l  u n d e r s t o o d .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  
e f f e c t s  o f  v a r i o u s  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  
r e p o r t e d  a s  a m p l i f i e r s  o f  p h l e o m y c i n  ( 2 )  w e r e  i n v e s t i ­
g a t e d  o n  s e v e r a l  a s p e c t s  o f  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m .
F i s t l y , t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  a m p l i f i e r s  o n  t h e  p u r i n e  
s a l v a g e  e n z y m e  h y p o x a n t h i n e  g u a n i n e  p h o s p h o r i b o s y l  
t r a n s f e r a s e  ( HP R T, E C . 2 . 4 . 2 . 8  ) w a s  i n v e s t i g a t e d .  No 
s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  a m p l i f i e r s  w i t h  bne 
e n z y m e  c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d  a n d  o n l y  t h r e e  o f  t h e  
a m p l i f i e r s  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  HPRT a c t i v i t y .  
F u r t h e r m o r e ,  a l l  t h r e e  a m p l i f i e r s  w e r e  f o u n d  t o  i n h i o i t  
HPRT a c t i v i t y  i n  v i v o  i n  h e p a t o m a  c e l l  c u l t u r e s .  F u r t h e r  
a n a l o g u e s  o f  o n e  o f  t h e  i n h i b i t o r s ,  t h e  b e n z o x a z o l e  
d e r i v a t i v e , w e r e  s y n t h e s i s e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  
a  s t r u c t u r e  f u n c t i o n  r e l a t i o n s h i p .  None  o f  t h e  a n a l o g u e s  
s y n t h e s i s e d  p r o v e d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  HPRT.
S e c o n d l y , t h e  e f f e c t  o f  t h e  a m p l i f i e r s  on  t h e  e x c i s i o n  
r e p a i r  m e c h a n i s m  o f  U V - i e r a d i a t e d  E . c o l i  w a s  s t u d i e d .  
A l l  t h e  a m p l i f i e r s  t e s t e d  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  t h e  
e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m .  T h i s  w a s  d e t e r m i n e d  by  
m e a s u r i n g  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  o f  U V - i r r a d i a t e d  
E . c o l i .  H o w e v e r ,  t h e r e  wa s  n o  o r d e r e d  p a t t e r n  b e t w e e n  
p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  a c t i v i t y  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  
i n h i b i t  t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m .
v i
T h i r d l y , d i r e c t  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a m p l i f i e r s  w i t h  DMA
w a s  m o n i t o r e d  b y  m e a s u r i n g :
i )  The  c h a n g e  i n  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  o f  DNA i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e r s ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  n m .
i i )  The  c h a n g e  i n  t h e  o p t i c a l  a c t i v i t y  o f  DNA a s  
m e a s u r e d  b y  c i r c u l a r  d i c h r o i s m .
i i i )  V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  a n d ,
i v )  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y .
O n l y  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  m e a s u r e m e n t s  r e v e a l e d  d i r e c t
i n t e r a c t i o n .
From t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s , i t  may b e
c o n c l u d e d  t h a t :
i )  T h e  m e c h a n i s m  o f  p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  i s  n o t  
a  r e s u l t  o f  t h e  a n a l o g u e s  b e i n g  p h o s p h o r i b o s y l a t e d  
t o  t h e i r  n u c l e o t i d e  f o r m s  a n d  s u b s e q u e n t l y  
i n f l u e n c i n g  t h e  n u c l e o t i d e  p o o l ,  s i n c e  m o s t  
a m p l i f i e r s  t e s t e d  do  n o t  a f f e c t  HPRT a c t i v i t y ,  
a n d
i i )  The  a n a l o g u e s  may i n t e r a c t  d i r e c t l y  w i t h  DNA a n d  
a l t e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  DNA s o  a s  t o  make  i t  
s e n s i t i v e  t o  t h e  e n d o n u c l e a s e  s u g g e s t e d  b y  
G r i g g  ( 2 6 ) .
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CHAPTER ONE
INTRODUCTION
P h l e o m y c i n , a  c o p p e r  c o n t a i n i n g  p r o t e i n  i s o l a t e d  t rom 
S t r e p t o m v c e s  v e r t i c i l l i s  ( 1 , 2 )  h a s  a  b r o a d  r a n g e  Oi. 
a n t i b i o t i c  ( 3 - 6 ) ,  a n t i t u m o u r  ( 7 - 9 )  a n d  a n t i - v i r a l  (5.) 
a c t i v i t y .  The  s t r u c t u r e  o f  p h l e o m y c i n  D i i s  s h own  i n  
f i g u r e  1 ( 1 1 5 ) .  At  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  i t  i n d u c e s  DNA
b r e a k d o w n  a n d  d e a t h  i n  g r o w i n g  c u l t u r e s  ^ ^ 1
h a s  l i t t l e  e f f e c t  o n  s t a t i o n a r y  p h a s e  b a c t e r i a  ' 1 0 ) .  At  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h i s  d i f f e r e n c e  d i o a p p e a r o .
P h l e o m y c i n  i n f l u e n c e s  t h e  t h e r m a l  m e l t i n g  o f  DNA a n d  
p o l y  dA.T. P h l e o m y c i n  b i n d s  a t  t h e  a d e n i n e - t h y m i n e  r i c h  
r e g i o n s  i n  DNA, p r o b a b l y  t o  t h e  t h y m i n e  b a s e s  ( 1 1 , 1 2 ) ,  
a n d  d i s t o r t s  i t s  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e , i n d u c i n g  l o c a l ­
i z e d  a e n a t u r a t i o n  13 . T h e s e  c h a n g e s  a r e  t h o u g h v  t o  
s e n s i t i z e  t h e  DNA i n  v i v :  t o  e n z y m i c  a t t a c k ,  r e s u l t i n g  
i n  DNA b r e a k d o w n  a n d  d e a t h  ( 1 4  .
I n  vitro, the DNA-dependent synthesis of DNA by DNA 
polymerase I  from £ .coli is inhibited oy phleomycin, 
while the DNA dependent RNA polymerase is inhibited to 
a much smaller extent. Furthermore, the degradation of 
DNA by exonuclease 1 is affected by phleomycin, whereas 
•adation by endon i not.
inhibitory effect of phleomycin on DNA-dependent synth­
esis was found to be dependent on the concentration oi 
the primer and on its content of adenine-thymine, and 
independent on the concentration ct the enzyme ( 1 5 ) .
At  l ow c o n c e n t r a t i o n s  ^C.2iig m l ) ,  p h l e o m y c i n  h a s  no 
e f f e c t  o n  s t a t i o n a r y  p h a s e  c e l l s  ( 1 0 ) ,  b u t  i t s  a c t i o n  
c a n  b e  s t r o n g l y  p o t e n t i a t e d  by  t h e  a u d i t i o n  o i  c e r t a i n  
c o m p o u n d s  ( 1 6 , 1 7 , 1 8 , 1 9 , 2 0 ) .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  t e r m e d  
" a m p l i f i c a t i o n "  ( 2 1 ) ,  a n d  t h e  c o m p o u n d s  w h i c h  e f f e c t  
p h l e o m y c i n  a c t i v i t y  a r e  known a s  a m p l i f i e r s  o i  p h l e o m y —
CONH
CONH
N XC H ^ O '  CH
I 3 0
V > A
OH o
y ^ - A ^ o H
OH
.A
oA NH (CH-;
O  NHn
Flg.1 S t ruc tu re  ot pn leom yc ln  D-|
Although p h l e o m y c i n  h a s  a n t i b a c t e r i a l  and antitumour 
a c t i v i t y ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i t s  e f f e c t i v e  d o s e  a n a  
t o x i c  d o s e  l s  v e r y  s m a l l  ( 2 2 , 2 3 ) . H e n c e ,  a m p l i f i e r ^  
o u i d  b e  u s e d  t o  e n h a n c e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  p h l e o m y -
) wer  d o s e  l e v e l s  ( 1 6 , 1 7 , 1 8 , 2 4 ) .
Mam. p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e ^  h a v e  b e e n  s y n t h -  
s . 5 e d  by  D . J . Brown a n d  c o - w o r k e r s  ( 2 5 )  a n d  t e s t e d  f o r  
,h J e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  a c t i v i t y .  Many o f  t h e s e  
a n a l o g u e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  p o s s e s s  h i g h  a m p l i i i c a t i o n  
i c t i v  i t y  i n  v i t r o  a n d  low t o x i c i t y  w i t h  g o o d  a q u e o u s  
. ■ s o l u b i l i t y  a n d  h i g h  m e t a b o l i c  s t a b i l i t y .
T h e  m e c h a n i s m  o f  a m p l i f i c a t i o n  o f  p h l e o m y c i n  b y  t h e s e  
a n a l o g u e s  i s  n o t  11 u n d e r s t o o d . Cne m o d e l  p o s t u l a t e d  
no i 1 l u s t r a t e  a m p l i f i c a t i o n  b y  c a f f e i n e  i s  d e c n b e d  
b e  l o w .
i r i g g  _et  a .1 . 26 t a w  u g g e s t e d  t h a t  a s i n g l e
f i t  r a n t .  i p e c  i 1 - n d o n u  • eas t ,  a t t a c k s  t h e  p h l e o m y c i n
■
-
v> ; o t  s  oe  p r o d u c e s .  )y " h i s  e n d o n u c l e a s e .  A
o c a l : . zeakon  ( n. h y d r o g e n  b o n d s  b e t w e e n  c o m p l e ­
m e n t  a - v  c: a n d s  v" the  DNA b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  t h y m i n e -  
,.n'' eomy'  x; : o m p l e x  w o u l d  a l  low b i n d i n g  o f  c a f f e i n e ,  
, h . ; c h  id: e l e c t i v e !  o s i n g l e - s t r a n d  DMA. I h i s
t . /ou; n )r ' oducv ai e f f e e v  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t o r m i n g  
uiui t p i  t h y m i n e - p h  i e o m y c i n  c o m p l e x e s  o n  a  n u m b e r  o i  
< e i g h b o u r ; ng  s i t e s  on t h e  DNA ( F i g . 2 ) .
The  e f f e c t  o f  t h e s e  p u r i n e  a n a l o g u e s  on  s e v e r a l  a s p e c t s  
>f n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  w as  i n v e s t i g a t e d  i n  a n  a t t e m p t  
t o  e l u c i d a t e  t h e i r  mode oi  a c t i o n .
An i m p o r t a n t  pathway in this respect is the one ca^aly^ 
ed bv the purine salvage enzyme, hypoxanthine guanine
+ 9
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DNA
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CNA PHLEOMYCIN
AND
Fig 2 An il lustration of C e  h y p o th es i s  to explain th e  ability of caffe ine to amplify 
the ac t ion of p h l eo m y cm  in initiating DNA s t rand  b r e a k a g e  an d  s u b s e q u e n t  DNA 
b re ak d o w n  an d  cell dea th  P h le o m y cm  molecu les  bind to DNA an d  by so  do ing 
distort  its s e c o n d a r y  s t ru ct u re  This dis tort ion may b e  r eco g n ized  by an excis ion 
e n d o n u c l e a s e  which b reaks  a d i es te r  b o n d  c lose  by. G n g g  9t al (26) s u g g e s t  tha t  
if caf fe ine  is pre sent ,  it b inds  to the  DM.V where  normal  h y d r o g e n  b o n d in g  has  
been w e a k e n e d  by the  d is tor t ion  an d  the re by  c a u s e s  local coope ra t ive  
dena tu ra t ion .  Th e d e n a tu r e d  region is e x p o s e d  to a t tack by s ing le -s t rand  
specif ic  e n d o n u c le a s e ( s )  which may in t ro duce a break in o n e  s t rand or in both 
T h e  latter would  be  e x p e c t e d  to cons t i tu te  a lethal event  High c o n c e n t r a t i o n s  or 
p h l e o m y c m  p r o d u c e  the  s a m e  f '*ect  by binding to a n u m b e r  of th ymine b a s e s  
ever a smal l res t r ic ted  region o a DNA thereby  dis turb ing its normal  d o u b l e ­
s t r a n d e d  s t ru c tu re  and re nde r i ng  it sensi t ive to s m g le - s t r a n d  e n d o n u c le a s e ( s )  
T h e s e  in turn  p r o d u c e  b re aks  m o n e  or both  s t r a n d s  at the  locally d e n a tu r e c  
s p o t s  as  before,  fol lowed by DNA bre ak d o w n  an d  by cell d ea th
■ Crom G ngg et  •
p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  ( HP RT, E C. 2 . 4 . 2 . 8 ) .  - h e  n u c l ­
e o s i d e  a n a l o g u e s  f o r m e d  may b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  DMA 
f o l l o w i n g  t h e  a c t i o n  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  
( E C . 1 . 1 7 . 4 . 1 ) .  The  i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  w i t h  
DMA w a s  a l s o  s t u d i e d  b y  m e a s u r i n g
( i )  The  c h a n g e  o f  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e ;
( i i )  The  c h a n g e  o f  t h e  o p t i c a l  a c t i v i t y  o f  DMA;
( i i i ) V i s c o s i t y ;
( i v )  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y
Some a m p l i f i e r s  h a v e  o e e n  r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  
t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  o f  U V - i r r a d i a t e d  E . c o l i  
( 1 9 , 2 7 ) .  H e n c e ,  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  o n  t h e  
e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .
HPRT i EC.  2 . 4 . 2 . 8  ) c a t a l y s e s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  5 -  
p h o s p h o r i b o s y l  m o i e t y  f r o m  5 - p h o s p h o r i b o s y l - l - p y r o p h o s -  
p h a t e  o< - D - r i b o f u r a n o s e - 1 - p y r o p h o s p h a t e  5 - p h o s p h a t e ;
PP.PP) t o  h y p o x a n t h i n e  ( o r  g u a n i n e ) t o  f o r m  t h e  n u c l e o ­
t i d e  i n o s i n a t e  ( o r  g u a n y l a t e  t h e r e b y  r e t u r n i n g  t h e  
p u r i n e  b a s e s  t o  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e  p o o l .  C l e a v a g e  o f  
t h e  p y r o p h o s p h a t e  m o i e t y  o f  PRPP i s  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  
a n o m e r i c  i n v e r s i o n  o f  t h e  r i b o f u r a n o s e  r i n g  r e s u l t i n g  
i n  a  M - / J - r i b o s i d e  m o n o p h o s p h a t e . The  r e a c t i o n  i s  summa­
r i s e d  i n  F i g . 3 .  I n  m a m m a l s ,  a c t i v i t y  w i t h  b o t h  g u a n i n e  
a n d  h y p o x a n t h i n e  r e s i d e s  i n  a  s i n g l e  e n z y m e  ( 2 8 ) .
A n o t h e r  e n z y m e , a d e n i n e  p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  
( APRT, E C . 2 . 4 . 2 . 7 )  c o n v e r t s  a d e n i n e  t o  a d e n y l a t e  b y  a  
s i m i l a r  r e a c t i o n  2 8 ) .
HPRT a n d  APRT a r e  o f t e n  r e f e r r e d  t o  a s  p u r i n e  s a l v a g e  
e n z y m e s  ( 2 9 ) .
P u r i n e  s a l v a g e  e n z y m e s  a r e  o f  s p e c i a l  s i g n i f i c a n c e  i n  
t h e  p u r i n e  m e t a b o l i s m  o f  c e l l s  a n d  o r g a n i s m s  i n  w h i c h  
p u r i n e  B i o s y n t h e s i s  de  n o v o  i s  d e f i c i e n t  o r  i n h i b i t e d
0Hypoxanthme
(P)OCH2
+ 00®
HO OH
or-D-5-Phosphoribosyl- l -pyrophosphate
0  
11
-H
HO OH
I. DSinic ac id
Fig. 3 Reaction catalysed by hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase.
7( e . g . e r y t h r o c y t e s  a n d  c e r t a i n  b r a i n  c e l l s  h a v e  a  r e d u ­
c e d  c a p a c i t y  t o  s y n t h e s i s e  p u r i n e s  d e  n o v o ) .
HPRT may p l a y  a  m a j o r  r o l e  i n  p u r i n e  s a l v a g e  i n  h u m a n s  
s i n c e  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  a d e n o s i n e  a n d  a d e n i n e  a r e  
l ow  ( 1 0 -  M o r  l e s s ) ,  a n d  t h e  u b i q u i t o u s  a d e n o s i n e  d e a m ­
i n a s e  a n d  p u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  p r o v i d e  a  
c o n t i n u a l  s u p p l y  o f  h y p o x a n t h i n e  ( F i g  4 .
The  c a t a b o l i s m  o f  p u r i n e  r i b o  -  a n d  d e o x y r i b o n u c l e o -  
t i d e s  y i e l d s  t h e  f r e e  p u r i n e  c a s e s ,  a d e n i n e ,  g u a n i n e ,  
h y p o x a n t h i n e  a n d  x a n t h i n e  t h r o u g h  t h e  c o n c e r t e d  a c t ­
i o n s  o f  a  n u m b e r  o f  e n z y m e s .  E a c h  o f  t h e s e  b a s e s  c a n  
t h e n  b e  e i t h e r  r e t u r n e d  t o  t h e  n u c l e o t i d e  p o o l  v i a  t h e  
a c t i o n  o f  t h e  p h o s p h o r i b o s y 1 t r a n s f e r a s e s  (HPRT/APRT)  
a n d  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  a n d  k i n a s e  o r  o x i d i s e d  t o  
u r i c  a c i d  f o r  e x c r e t i o n  ( 3 0  .
I r e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  p u r i n e  b a s e s  t o  t h e  n u c l e o t i d e  
f o r m  i s  s u b j e c t  t o  m e t a b o l i c  c o n t r o l  a n d  h e n c e ,  t h e  
a m o u n t  o f  u r i c  a c i d  e x c r e t e d  i s  r e g u l a t e d .  The  c o m p ­
o s i t i o n  o f  t h e  n u c l e o t i d e  p o o l s  ( 3 1 )  i n  a n i m a l  t i s s u e s  
i s  d e t e r m i n e d  by
( a )
( b )
( c )
^ n p u t  p r o c e s s e s  -  i n c l u d i n g  s y n t h e s i s  de  n o v o . 
r e c o v e r y  ( o r  s a l v a g e )  r e a c t i o n s  o f  e n d o g e n o u s l y  
f o r m e d  b a s e s  o r  n u c l e o s i d e s ;  a n d  e x o g e n o u s  s u p p l y .  
I n t e r c o n v e r s i o n s  o f  t h e  p u r i n e  n u c l e o t i d e s .
O u t p u t  f l o w  -  w h i c h  i n v o l v e s  d e p h o s p h o r y l a t i o n ,  
d e a m i n a t i o n  a n d  o x i d a t i o n  o f  p u r i n e s  a n d  t h e i r  
d e r i v a t i v e s ,  e v e n t u a l l y  l e a d i n g  t o  t h e  e n d  
p r o d u c t  o f  p u r i n e  c a t a b o l i s m ,  u r i c  a c i d .
8PRPP
Adenine —
Purine rifco-and 
deoxyr i bonuc l eo t ides
uuai. j ne.
AMP -> IMP Inosine
H y p o x a n t h i n e
Xanthine
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Uric ac id
( 1 )  APRT ( A d e n i n e  p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  
( E C . 2 . 4 . 2 . 7 )
( 2 )  AMP d e a m i n a s e  ( * )
( 3 )  P h o s p h a t a s e
( 4 )  P u r i n e  n u c l e o s i d e  p h o s p h o r y l a s e  ( * )
( 5 )  X a n t h i n e  o x i d a s e
( 6 )  G u a n i n e  d e a m i n a s e  * : u b i q u i t o u s  i n  h uma ns
F i g  4 Enz yme s  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  c :  u r i c —ac  1 4
I n o s i n i c  a c i d  i s  c e n t r a l l y  l o c a t e d  i n  t h e  m e t a b o l i c
i n t e r r e l a t i o n s h i p s  o f  p u r i n e s .  B o t h  o t  t h e  p r i m a r y  
n u c l e i c  a c i d  p u r i n e s ,  a d e n i n e  a n d  g u a n i n e ,  a r e  d e r i v e d  
i n  n u c l e o t i d e  f o r m  d i r e c t l y  f r o m  IMP b y  a m i n a t i c n
r e a c t i o n s .  A c o m p l e x  p a t t e r n  o f  c o n t r o l  l o o p s  r e g u l a t e  
t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p u r i n e  n u c l e o t i d e s  i n  
t h e  m e t a b o l i c  p o o l  ( 3 1 , 3 2 , 3 3 ) .  C o o r d i n a t i o n  o f  t h e  
r a t e s  o f  s y n t h e s i s  o f  a d e n i n e  a n d  g u a n i n e  n u c l e o t i d e s  
f r o m  IMP i n v o l v e s  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  i a c t o r s
( F i g . 5 ) .
S y n t h e s i s  
d e  n o v o
Pur ine
n u c l e o t i d e
/
GTPv
AMP,CMP
I
7 ~^Adenv1;
'  '  ci ir*n i n
AMP ->ATP
s u c c i a t e
+ —  AMP, ATP
( 1 )
r   < —
i  m p ____
X  Xx (3)
ATP
~Q(MP
Pur ine  s a l va ge  \  J $
IMP ATP -
(HPRT) I
GMP
—'G'.MF •CTP
AMP
(1) Adenylosuccinate synthetase
( 2 )  Adeny1s u c c i n a t e  l y a s e
~
r i b o n u c l e o t i d e  
i 4 )  XMP a m i n a s e
P i g  5 i - i e t a b o l i c  c o n t r o l  o f  the p u r i n e  n u c l e c t i d e
(■v) i n d i c a t e s  a  s t i m u l a t o r y  e f f e c t
I n d i c a t e s  i n h i b i t i o n
Pur ine  
n u c l e o t ; de AMP,CMP AMP
7 - ^ idenvlo-  
/  s u c c i n a t e
S y n th e s i s
GXP.
de novo
P
XMP
Pur ine  s a lvage
ATPIMP
GMP(HPRT)
GMP
AMP
( 1 ) A d e n y l o s u c c i n a t e  s y n t h e t a s e
( 2 ) A d e n y l s u c c i n a t e  l y a s e
( 3 ) IMP d e h y d r o g e n a s e  ( i n h i b i t e d  b y  6 - m e r c a p t o p u r i n e
r i b o n u c l e o t i d e
( 4 ) XvlP a m i n a s e
F i g 5 M e t a b o l i c  c o n t r o l  o f  t h e  p u r i n e n u c l e o t i d e  p o o l
( >)  i n d i c a t e s  a  s t i m u l a t o r y  e f f e c t
( - )  I n d i c a t e s  i n h i b i t i o n
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From t h e  a b o v e  f i g u r e  ( F i g . 5 )  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  
s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n  i n  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  may 
n o t  oe  c o n s i d e r e d  a s  s e p a r a t e  e n t i t i e s . Tne  o p e r a t i o n  
o f  c y c l i c  p a t h s  l i n k i n g  n u c l e o t i d e s  a n d  t h e i r  d e g r a d a ­
t i o n  p r o d u c t s  i s  o f  i m p o r t a n c e  i n  r e g u l a t i n g  c e l l u l a r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  e s s e n t i a l  componer .  : s  31)  .
I n o s i n e  c a n  a r i s e  f r o m  a d e n i n e  n u c l e o t i d e s  b y  two  p a t h s  
a s  s h o w n  i n  F i g .  6 .  The  l e v e l  o f  ATP r e g u l a t e s  b o t h  
p a t h w a y s  ( 3 1 ) .  ATP i n h i b i t s  t h e  a d e n o s i n e  r o u t e  b y  i t s  
a c t i o n  o n  5 ' - n u c l e o t i d a s e ,  a n d  s t i m u l a t e s  t h e  p a t h  
t h r o u g h  IMP a s  a n  e f f e c t o r  o f  a d e n y l a t e  d e a m i n a s e . The  
r o u t e  t h r o u g h  IMP i s  n o r m a l l y  t h e  m a j o r  o n e .
I n o s i n e  i s  t h e n  c a t a b o l i s e d  t o  u r i c  a c i d  v i a  t h e  p u r i n e  
b a s e s  h y p o x a r .  t h i n e  a n d  x a n t h i n e  r e  s p e c  _ i / e l y .
The s a l v a g e  o f  t h e s e  p u r i n e  b a s e s  ( s e e  ( a )  a b o v e ;  i s  
s i g n i f i c a n t  a n d  t h i s  i s  b a s e d  on  i n d i r e c t  o r  n e g a t i v e  
e v i d e n c e  ( 2 9 ) .  The  t o t a l  q u a n t i t y  o f  p u r i n e  s a l v a g e d  
c a n  b e  e s t i m a t e d .  On a  p u r i n e  f r e e  d i e t  n o r m a l  a d u l t
m a l e s  e x c r e t e  a p p r o x i m a t e l y  400mg o i  u r i c  a c i d  p e r  
24  n o u r s  i n  t h e  u r i n e  i . e . 6 m g  ' d a y  kg  b o d y  w e i g h  .
3 4 , 3 5  . H y p e r u r i c e m i c  c h i l d r e n  who l a c k  HFR^ e x c r e t e
a n  a v e r a g e  o f  660mg o f  u r i c  a c i d  p e r  d a y  ( 4 7 m g / d a y / k g  
b o d y  w e i g h t )  ( 3 5 , 3 6 ) .  The  a v e r a g e  24 h o u r  u r i c  a c i d  
e x c r e t i o n  by  c o n t r o l  c h i l d r e n  o f  s i m n a r  a g e  a n d  b o d y  
w e i g h t  a s  t h e  h y p e r u r i c e m i c  c h i l d r e n  w a s  a b o u t  l O m g / d a y  
/ k g  o o d y  w e i g h t  ( 3 6 ) .  I f  l a c k  o f  t h e  e n z y m e  w h i c h
s a l v a g e s  h y p o x a n t h i n e  i s  t h e  o n l y  b i o c h e m i c a l  l e s i o n  i n  
t h e s e  c h i l d r e n ,  t h e n  t h e  d i f f e r e n c e  i s  a n  e s t i m a t e  o f  
t h e  a m o u n t  o f  p u r i n e s  n o r m a l l y  s a l v a g e d  by  t h i s  e n z y m e . 
H e n c e  t h e  o v e r p r o d u c t i o n  o f  u r i c  a c i d  b y  t h e s e  p a t x e n i s  
u n a b l e  t o  u t i l i z e  h y p o x a n t h i n e  i n d i c a t e s  s i g n i f i c a n c e  
o f  t h e  s a l v a g e  o f  t h i s  c o m p o u n d .
A g e n e t i c  d e f i c i e n c y  o f  HPRT r e s u l t s  i n  a  c o n d i t i o n  
known a s  t h e  L e s c h - N y h a n  s y n d r o m e ,  a  b i z a r r e  n e u r o l o g i ­
c a l  d i s o r d e r  c h a r a c t e r i s e d  by  c o m p u l s i v e  s e l f - d e s t r u c ­
t i v e  b e h a v i o u r  ( 3 7 , 3 8 ) .
ATPAMP,ATP
GTP
Adenosine
AMP
ATP.GTP
Inosine
Hypoxar thine
IMP,
Xanthine
*
Uric ac i d
F i g  6 C y c l i c  r e a c t i o n s  o f  t h e  p j r i n e  p o o l
( +)  I n d i c a t e s  s t i m u l a t o r y  e f f e c t
( - )  I n d i c a t e s  i n h i b i t i o n
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T h u s ,  t h i s  s a l v a g e  p a t h w a y  e v i d e n t l y  s e r v e s  a  c r i t i c a l  
r o l e  w h i c h  i s  n o t  y e t  c l e a r l y  u n d e r s t o o d .
HPRT i s  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  b y  v i r t u e  o f  i t s  
a b i l i t y  t o  " a c t i v a t e "  c e r t a i n  d r u g s  u s e d  i n  c a n c e r  
c h e m o t h e r a p y  ( i . e .  f o r  t h e  c y t o t o x i c  e f f e c t s  o f  p u r i n e  
a n a l o g u e s .  F o r  e x a m p l e ,  6 —m e r c a p t o p u r i n e  ( 6 —t h i o h y p o x — 
a n t h i n e ) , 6 - t h i o g u a n i n e  ( t h e  s u l p h u r  a n a l o g u e  o f  t h e
n o r m a l  s u b s t r a t e ,  8 - a z a g u a n i n e  a n d  8 - a z a h y p o x a n t h i n e  
a r e  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  o f  t h i s  e n z y m e ,  a n d  a r e  
p h o s p h c r i b o s y l a t e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n u c l e o t i d e  
a n a l o g u e s  -  t h e s e  b e i n g  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  f o r m s  
o f  t h e  d r u g s  ( 3 7  3 9 , 4 0 ) .  The  s t r u c t u r e s  o f  t h e s e  
a n a l o g u e s  a r e  s h o wn  i n  F i g . " .
S S
ii
H
6-Mercaptopurme 6-Thioguanine
0
II
H
8-Azaguanme
Fig. 7 Structures of some of the known inhibitors of 
HPRT.
I f  t h e  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  f o u n d  t o  oe  
i n h i b i t o r s  o f  HPRT a r c  p h o s p h o r i b o s y l a t e d  t o  t h e  n u c l e ­
o s i d e  f o r m s ,  t h e y  w o u l d  p r e s u m a b l y  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
t h e  r i b o n u c l e o t i d e  p o o l .  T h e s e  c o u l d  t h e n  b e  c o n v e r t e d  
t o  t h e  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e  f o r m s  b y  r i b o n u c l e o t i d e  
r e d u c t a s e ,  a n d  b e c o m e  a v a i l a b l e  i o n  DNA s y n  —s i s .
R i b o n u c l e o t i d e s  a r e  c o n v e r t e d  t o  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s  
w i t h o u t  c l e a v a g e  o f  t h e  g l y c o s i d i c  b o n d s  i n  r e a c t i o n s  
c a t a l y s e d  b y  r i b o n u c l e o t i d e  r e d u c t a s e  ' .nuc i e o s i u e  d i p h ­
o s p h a t e  r e d u c t a s e ;  EC. 1.1 ' "’ . 4 . 1  ( 1 3 ) .
Two r e l a t e d  c h a r a c t e r i s  c i c s  4 1 )  o f  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  
r e d u c t a s e s  o f  v a r i o u s  s p e c i e s  a r e  o i p a r t i c u l a r  i m p o r t ­
a n c e  :
( i )  T h e  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  r e g u l a t e d  b y  ATP a n d
2 1- d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  5 ' - t r i p h o s p h a t e  l e v e l s ;  
a n d
( i i )  I n  a t  l e a s t  some  m a m m a l i a n  t i s s u e s  i t  a p p e a r s  
l i k e l y  t h a t  t h e  e n z y m e  c a t a l y s e s  t h e  r a t e -  
l i m i  c i n g  s t e p  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  d e o x y r i b o n u c -  
l e o t i a e s  f o r  DNA s y n t h e s i s .
R e i c h a r d  a n d  c o - w o r k e r s  ( 4 2 )  h a v e  f o u n d  t h a t  u n d e r  
s e v e r a l  c o n d i t i o n s  d e o x y r i b o n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  
p o o l s  i n  E . c o l i  c h a n g e  i n  t h e  m a n n e r  p r e d i c t e d  f r o m  t h e  
p a t t e r n  o f  i n h i b i t i o n  a n d  a c t i v a t i o n  e f f e c t s  f o u n d  f o r  
t h e  p u r e  e n z y m e s .  T h e s e  e f f e c t s  s e e m  t o  p r o v i d e  p h y s i o ­
l o g i c a l  c o n t r o l  o f  d e o x y r i b o n u c l e o t i d e  s y n t h e s i s . I t  i s  
n o t  y e t  c l e a r  a s  t o  how t h e  known r e g u l a t i o n  o f  t h e  
r e d u c t a s e  a c t i v i t y  wc 1 p r o v i d e  p h y s i o l o g i c a l  c o n t r o l . 
F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  d e o x y r i b o n u c l e o t  i d e  a n a l o g u e s  may
•
T h e  e f f e c t  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on UV- i r r a d i a t e d  I . c o l i  
h a s  a l s o  o e e n  e x a m i n e d .
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The c o l o n y  f o r m i n g  a b i l i t y  o f  b a c t e r i a l  c e l l s  i s  r e d u c e d  
a f t e r  i r r a d i a t i o n  w i t h  u l t r a - v i o l e t  l i g h t .  H o w e v e r ,
; r a d i a t e d  c e l l s  o f  E . c o l i  B show i n c r e a s e d  s u r v i v a l  i f  
f o r  s e v e r a l  h o u r s  i n  a  n o n - n u t r i e n t  l i q u i d  p r i o r  
a t i n g  1 3 , , - 7 ) .  T h i s  e f f e c t ,  t e r m e d " l i q u i d - h o l d i n g
r  t h  p h o t o p r o t
a g g e r  e_t a l . 4 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  l i q u i d  h o l d i n g  i n c r e a -  
V s u r v i v a l  by  d e l a y i n g  c e l l u l a r  g r o w t h ,  t h u s
. ■ .
j h l e o m y c  i n  a m p l i f i e r ,  c a f f e . n e ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d  co 
n h i b  t  l i q u i d - h o l d i n g  r e c o v e r y  i f  p r e s e n t  a u . i n g  t h e  
quid h o l d i n g  t r e a t m e n t  (27).
Pyrimidine d i m e r s  a r e  t h e  p r i n c i p a l  p h o t o p r o d u c t s  
formed i n  ONA o f  b a c t e r i a l  c e l l s  a f t e r  U V - i r r a d i a t i o n  
1 5 , 4 6 ) .
t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  i r r a d i a t e d  c e l l s .  The  d i s c o v e r y  
t h a t  t h e  c e l l s  c a n  r e c o v e r  f r o m  r a d i a t i o n  i n d u c e d  d a m ag e  
h a s  n o t  o n l y  p r o v i d e d  a  m a j o r  s t i m u l u s  t o  t h e  g e n e r a l  
f i e l d  o f  r a d i a t i o n  b i o l o g y ,  b u t  h a s  a l s o  made  a  m a j o r  
i m p a c t  on  t h e  f i e l d  o f  m u t a g e n e s i s  ( 4 7 ) ,  c a r c i n o g e n e s i s  
( 4 8 i a n d  a g e i n g  ( 4 9 ) .
T h r e e  m o d e s  o f  DNA r e p a i r  ( 5 .  h a v e  b e e n  d o c u m e n t e d :
( i )  P h o t o r e a c t i v a t i o n :  The  d a m a g e d  p a r t  o f  t h e  m o l e ­
c u l e  i s  r e s t o r e d  t o  i t s  f u n c t i o n a l  s t a t e  i n  s i t u .  
T h i s  may r e s u l t  _ rom t h e  s p o n t a n e o u s  ' d e c a y '  
o f  t h e  d a m ag e  t o  a n  i n n o c u o u s  f o r m ,  f o r  e x a m p l e  
d e h y d r a t i o n  o f  p y r i m i d i n e  p h o t o h y d r a f e s  o r  t h e  
r e c o m b i n a t i o n  o f  r a d i c a l s  t o  y i e l d  a  r e s t o r e d  
m o l e c u l e ;  o r  i t  may b e  a c c o m p l i s h e d  by some 
e n z y m a t i c  m e c h a n i s m  p h o t o r e a c t i v a t i n g  e n z y m e ) .  
I n  t h e  d a r k ,  t h e  e n z y m e  c o m b i n e s  w i t h  c y c l c b u -  
t y l  p y r i m i d i n e  d i m e r s  i n  U V - i r r a d i a t e d  DNA t o  
form a n  e n z y m e - s u o s t r a t e  c o m p l e x .  The  a b s o r p ­
t i o n  of l i g h t  b e t w e e n  320-410 nrn a c t i v a t e s  t h e  
c o m p l e x  co c o n v e r t  t h e  c y c l o b u t y l  p y r i m i d i n e
1 5
d i m e r s  co m o n o m e r i c  p y r i m i d i n e s . T h i s  i s  f o l l o ­
w e d  by  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  e n z y m e .
( i i )  E x c i s i o n  r e p a i r :  E x c i s i o n  r e p a i r  o r  p y r i m i d i n e  
d i m e r s  i n v o l v e s  p r i n c i p a l l y  f o u r  e n z y m a t i c  
s t e p s :
( a )  U V - s p e c i f i c  e n d o n u c l e a s e  r e c o g n i s e s  " h e  
d i m e r s  a n d  m a k e s  a n  i n c i s i o n  b r e a k  a" t h e
5 '  e n d s  o f  t h e  d i m e r s ;
( b ) DNA p o l y m e r a s e  I r e s y n t h e s i z e s  ~h -A 
t h r o u g h  t h e  o p p o s i t e  i n t a c t  t e m p l a t e ;
( c )  The  d a m a g e d  s e c t i o n  o f  t h e  DNA i s  e x  _ : • 
a n d ,
( d )  L i g a s e  s e a l s  o f f  t h e  r e s y n t h e s i z e d  AM .
( i i i )  P o s t r e p l i c a t i o n  r e p a i r :  - h e  d a m ag e  i t . - i l t  
n o t  r e o a i r e d ,  b u t  r a t h e r  i t  i s  b y p a s s e d  c u r i n g  
r e p l i c a t i o n ,  l e a v i n g  g a p s  i n  t h e  d a u g h t e r  s t r a n d  
DNA. The  m i s s i n g  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  i s  s u b s e q ­
u e n t  i y  s u p p l i e d  b y  r e d u n d a n t  i n f o r m a t i o n  W i t n ^ n  
t h e  c e l l .
L i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  f o r  
b a c t e r i a ,  u s i n g  E . c o l i  B ( 5 1 ) ,  b u r  i s  a l s o  o b s e r ­
v e d  i n  v e c  A s t r a i n s  o f  E . c o l i  K -12 ( 5 2 ) .
M u t a t i o n s  a t  u v r A , u v r B  o r  u v r C  b l o c k  l i q u i d  
h o l d i n g  r e c o v e r y  53,  , h e n c e  i n d i c a t i n g  - h a t  
t h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  
i s  e x c i s i o n  r e p a i r .  T h i s  s u g g e s t e d  a n o t h e r  m e a n s  
b y  w h i c h  t h e  a n a l o g u e s  may f u n c  i o n  a n d  h e n c e  
t h e  a n a l o g u e s  w e r e  t e s t e d  a s  i n h i b i t o r s  or  
e x c i s i o n  r e p a i r  by  m e a s u r i n g  l i q u i d  h o l d i n g  
r e c o v e r y .
F u r t h e r m o r e , i t  h a s  b e e n  s h o wn  t h a t  f u l l y -  
d e n a t u r e d  DNA i n t e r a c t s  w i t h  c a f f e i n e  w h e r e a s  
n a t i v e  DNA d o e s  n o t  ( 5 4 ) .  S i n c e  UV i n d u c e d  
p h o t o p r o d u c t s  a r e  thought tc c a u s e  par iai
d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  DNA ( 5 5 ) ,  Domon ( 5 6 )  s h o w e d  
t h a t  U V - i r r a d i a t i o n  o f  DNA s t i m u l a t e s  c a i i e i n c  
b i n d i n g . T h u s , o n e  m o d e l  f o r  t h e  a c t i o n  o f  
c a f f e i n e  o n  U V - i r r a d i a t e d  c e l l s  i s  a s  f o l l o w s :
( i ) c a f f e i n e  b i n d s  t o  t h e  l o c a l l y - d e n a t u r e d  
r e g i o n s  i n  t h e  DNA w h i c h  a r e  i n d u c e d  b y  UV- 
i r r a d i a t i o n  ( 5 6 )  a n d  ( i i )  d u r i n g  s u b s e q u e n t  DNA- 
s y n t h e s i s ,  a b n o r m a l i t i e s  a r e  i n d u c e d  i n  - h e  DNA 
w h i c n  l e a d  t o  c e l l  d e a t h  ( 5 7 ) .
Many w o r k e r s  ( 5 4 , 5 6 , 5 7 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  
c a f f e i n e , a m o n g s t  many o t h e r  p u r i n e  a n a l o g u e s , 
i n t e r a c t s  m o r e  s t r o n g l y  w i t h  uhe single—s t r a n d e d ,  
r a n d o m  c o i l  f o r m  o t  DNA t h a n  w i t h  t h e  d o u b l e  
h e l i c a l  f o r m .
H e n c e . v a r i o u s  p h y s i c a l  m e t h o d s  h a v e  b e e n  e m p l ­
o y e d  t o  s t u d y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  DNA w i t h  t h e  
p h l e c m y c i n  a m p l i f i e r s  i n  a n  a t t e m p t  _o elu<— — 
d a t e  t h e i r  mode o f  a c t i o n :
i } O p t i c a l  d e n s i t y  -  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  a n d  
r e  a s s o c i a t i o n  o f  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
a m p l i f i e r s  w as  m e a s u r e d  by m o n i t o r i n g  t h e  
c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m .
( i i )  C i r c u l a r  d i c h r o i s m  -  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  
m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e c t  
a n y  c h a n g e s  i n  o p t i c a l  a c t i v i t y  o f  DNA 
t r e a t e d  w i t h  t h e  a n a l o g u e s .
( i l l )  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  -  DNA t r e a t e d  w i t h  
p h l e o m y c i n  o r  a  m i x t u r e  o f  p h l e o m y c i n  a n d  
a m p l i f i e r  w e r e  v i s u a l i z e d  d i r e c t l y  t o  
d e t e c t  a n y  c h a n g e s  i n  t h e  c o n t o u r  o f  DNA, 
a n d
( i v )  V i s c o s i t y  -  t h e  v i s c o s i t y  o f  t r e a t e d  a n d  
u n t r e a t e d  DNA w as  m e a s u r e d  by  m e a n s  o f  a n  
O s t w a l d  v i s c o m e t e r .
CHAPTER TWO
INHIBITION OF HYPOXANTHINE GUANINE PHOSPHORIBOSYL 
TRANSFERASE FROM HUMAN ERYTHROCYTES
INTRODUCTION
K i n e t i c  s t u d i e s  o f  HPRT f r o m  h uma n  e r y t h r o c y t e s  
h a v e  b e e n  u n d e r t a k e n . I n  m o s t  o f  t h e  w o r k  d e s c r i ­
b e d  p r e v i o u s l y , t h e  e n z y m e  w a s  a s s a y e d  b y  i n c u b ­
a t i n g  t h e  [ C j - l a b e l l e d  p u r i n e  b a s e  w i t h  P R P P , 
. o n s ,  b u f f e r  a n d  che  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  
( 5 8 ) .  S e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  w a s  a c h i e v e d  b y  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  i 5 0 ) ,  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o ­
g r a p h y ,  h i g h - v o l t a g e  e l e c t r o p h o r e s i s  ( 3 8 ,  6 4 ) ,
c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  v5 8 , 6 1 , 6 3 ) ,  l a n t h a n u m  s a l t  
p r e c i p i t a t i o n  ( 6 1 )  o r  by  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  
c e l l u l o s e  a c e t a t e  m e m b r a n e s  6 2 ) .  T h e s e  m e t h o d s  
a r e  c o m p l e x  a n d  ; i m e  c o n s u m i n g , a n d  o n e  o f  t h e m  
r e q u i r e s  a  s p e c i f i c  a p p a r a t u s  f o r  h i g h  v o l t a g e  
e l e c t r o p h o r e s i s .
I n  t h i s  s t u d y ,  a  s i m p l e  a n d  r a p i d  r a d i o c h e m i c a l  
m e t h o d  c a s e d  o n  t h a t  d e s c r i b e d  b y  W o h l h e u t e r  
( 6 5 )  w a s  e m p l o y e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  t h e  
i n f l u e n c e  o f  v a r i o u s  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l  - 
o g u e s  on  t h e  k i n e t i c s  o f  HPRT.
MATERIALS AND METHODS
MATERIALS
Human b l o o d  w as  d o n a t e d  b y  t h e  S o u t h  A f r i c a n  
B l o o d  T r a n s f u s i o n  S e r v i c e . S e p h a d e x  G - 1 0 0 ,  CK- 
S e p h a d e x  G - 5 0  a n d  s  o d i u m - 5 - p h o s p h o r i b o s e - l -  
p y r o p h o s p h a t e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  
Company . 8 - L 1" C ] - H y p o x a n t h i n e  ( 59m C i / m m o l e ) w a s
A m er s ha m , a n d  d i l u t e d  v i t h  n o n -  ‘a d i o a c t i v e  h y p o x — 
a n t h i n e  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o . )  t o  a b o u t  7dpm p e r  
p m o l e .
T h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  s h e e t s  o f  p o l y e t h y l e n -  
e i r n i n e - i m p r e g n a t e d  c e l l u l o s e  ( " P o l y g r a m  C e l  3 0 0  
P E I " '  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B r i n k m a n n  I n s t r u m e n t s .
A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  u s e d  w e r e  o f  s t a n d a r d  g r a d e .
METHODS
PURIFICATION j F  HYPOXANTHINE GUANINE PHOSPHORI-  
BOSYL TRANSFERASE FROM HUMAN BLOOD
The m e t h o d  o f  K r e n i t s k y  aT . w a s  a d o p t e d  ( 6 7 ) .
A l l  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3°C u n l e s s  
o t h e r w i s e  s t a t e d .
S t e p  I : P r e p a r a t i o n  o f  E r y t h r o c y t e  H e m o l y s a t e
500ml  o f  s t o r e d  human  b l o o d  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  
8 0 0 0  g f o r  30  m i n  i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r .  The  
s u p e r n a t a n t  was  d i s c a r d e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t  
r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  ml o f  O. 'TI  N. ’ 1.  The  s u s p e n ­
s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0 0  g f o r  45  mi n  i n  a  
S o r v a l l  S3 34  r o t o r .  The  r e s u l t i n g  c e l l  p e l l e t  
was  t a k e n  up  i n  150 ml o f  d i s t i l l e d  w a t e r .
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S t e p  I I : S t r o m a  p r e c i p i t a t i o n
The  pH o f  t h e  l y s e d  s u s p e n s i o n  w a s  a d j u s t e d  t o
5 . 2  by  t h e  s l o w  a d d i t i o n  o f  0 . 2 4 M  HC1 w i t h  m e c h ­
a n i c a l  s t i r r i n g .  The  p r e c i p i t a t e d  s t r o m a  w as  
r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  5 0 0 0  g f o r  30 m i n .  
The pH o f  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  was  b r o u g h t  
t o  6 b y  t h e  s l o w  a d d i t i o n  o f  iM KOH. T h i s  f r a c ­
t i o n  w a s  t e r m e d  t h e  "pH d . 2 l y s a t e "  ( s o  c a l l e d  
b e c a u s e  i t  i s  i h e  f r a c t i o n  r e m a i n i n g  a f t e r  
p r e c i p i t a t i o n  o f  p r o t e i n s  a t  pH 5 . 2 ) .
S t e p  I I I : C M - S e p h a d e x  b a t c h  f i l t r a t i o n  
T h i s  s t e p  r e m o v e s  m o s t  o f  t h e  h a e m o g l o b i n . 100  ml 
o f  a  g e l  w h i c h  w as  p r e v i o u s l y  p r e p a r e d  by  s w e l l ­
i n g  10 g C M - S e p h a  i e x  C - 5 0  i n  3 0 0  ml  o f  a  0 . 0 1  M 
t r i s - 0 . 0 0 2 5  M m a g n e s i u m  s u l p h a t e  -  0 . 0 1 6  M a c e t i c  
a c i d  b u f f e r .  pH ' 6 . 0  w e r e  a d d e d  t o  t h e  f r a c t i o n  
d e s i g n a t e d  "pH 5 . 2  l y s a t e " . A f t e r  m e c h a n i c a l  
s t i r r i n g  f o r  15 m i n ,  t h e  s u s p e n s i o n  was  c e n t r i ­
f u g e d  a t  1 5 0 0  g f o r  30  m i n  i n  a  S o r v a l l  SS 34  
r o t o r .  The  p e l l e t  w a s  d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  r e s u l t ­
i n g  s u p e r n a t a n t ,  t e r m e d  " f i r s t  C M - S e p h a d e x  f r a c ­
t i o n " ,  w as  t r e a t e d  a s  a b o v e  w i t h  15 0  ml o f  t h e  
g e l , a n d  t h i s  s u p e r n a t a n t  f l u i d  t e r m e d  " s e c o n d  
C M - S e p h a d e x "  f r a c t i o n .
S t e p  I V : P r e c i p i t a t i o n  b y  h e a t i n g
The s e c o n d  C M - S e p h a d e x  f r a c t i o n  w a s  p l a c e d  i n  a  
1 1 -  E r l e n m e y e r  f l a s k  a n d  i m m e r s e d  i n  a  w a t e r  
b a t h  a t  7 5 ° C .  A f t e r  a g i t a t i o n  f o r  10 m i n u t e s  t h e  
t e m p e r a t u r e  o f  che  f l u i d  h a d  r e a c h e d  7 3° C.  The 
f i  a s k  wa s  i h e n  i m m e r s e d  i n  a n  i c e - b a t h .  When 
c o o l ,  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  f i l t e r e d  by  g r a v i t y  
t h r o u g h  Whatman  N o . 1 f i l t e r  p a p e r .  The f i l t r a t e  
d e s i g n a t e d  t h e  ' h e a t - t r e a t e d "  f r a c t i o n  was  
s h e l l - f r o z e n  a n d  l y o p h i l i z e d .
S t e p  V : G e l f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y
The l y o p h i  ] i z e d  p o w d e r  w as  d i s s o l v e d  i n  3 ml o f  
0 . 0 2  M t r i s - H C t b u f f e r ,  pH 7 . 7 a t 2 4 ° C , c o n t a i n i n g  
0 . 2  mM MgSO, , a n d  a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  G - 1 0 0  
c o l u m n ,  e q u i l i b r a t e d  a n d  e l u t e d  w i t h  t h e  same  
b u f f e r . F r a c t i o n s  o f  2 ml w e r e  c o l l e c t e d  a n d
a s s a y e d  f o r  e n z y m e  a c t i v i t y . T h o s e  c o n t a i n i n g  
t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  w e r e  p o o l e d  a n d  f r o z e n  a t  
-  1 0 ° C .
ASSAY OF HYPOXANTHINE GUANINE PHOSPHORIBOSYL 
TRANSFERASE
The  m e t h o d  o f  W o l h e u t e r  ( 6 5 )  w a s  a d o p t e d  a n d
m o d i f i e d  a s  d e c r i b e d : -
a  P r i n c i p l e
The  a s s a y  i s  b a s e d  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
r a d i o a c t i v e ] y  l a b e l l e d  p r o d u c t  [ 14C] MP, f r o m  
t h e  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  s u b s t r a t e ,  [ 
h v p o x a n t h i n e , oy b i n d i n g  t h e  l o r m e r  on  a n  a n i o n -  
e x c h a n g e r .  P E I - c e l l u l o s e  p l a t e s  ( P o l y e t h y l e n e  
i m i n e - i m p r e g n a t e d  c e l l u l o s e ,  h a s  b e e n  u s e d  a s  
t h e  i o n - e x c a h a n g e r .
b R e a g e n t s
( i )  A s s a y  b u f f e r :  2 M T r i s - H C 1 , 5 C M  MgOl gpn^  .=
( i i )  S u b s t r a t e  : .. * ‘ . - H y p o x a n t h m e  , v . -s 1 ^ mN.
( 7 . 3dpm p e r  p m o l e ) .
( i l l )  Na^PRPP : 13 mM ( i . e . P h o s p h o r i b c s y l p y ­
r o p h o s p h a t e  t e t r a s o d u i m  s a l t )
c P r o c e d u r e
The  f o l l o w i n g  a m o u n t s  w e r e  a d d e d  t o  d i s p o s a b l e
p l a s t i c  t e s t  t u b e s  u s i n g  a  H a m i l t o n  m i c r o s y r i n g e :
10 a s s a y  b u f f e r
25u«  [ i 4 C ] - h y p o x a n t h i n e
2 0 e n z y me  e x t r a c t
3 5 u (  d i s t i l l e d  w a t e r
The  m i x t u r e ,  l e s s  PRPP,  was  b r o u g h t  t o  30°C a n d  
t h e  r e a c t i o n  s t a r t e d  by  a d d i t i o n  o f  1 0 M
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Na4 P R P P . H e n c e ,  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  o f  100^.6 
c o n t a i n e d  2 0 0  mM T r i s  HCi b u f f e r / p H  7 . 8 ,  5 mM
HgC 19 , 0 . 2 0 3  mM [ 1"4 C ] - h y p o x a n t h i n e  , e n z y m e  a n d
1 . 3  mM PRPP.  T h i r t y  m i n u t e s  l a t e r ,  20n< a l i q u o t s  
w e r e  r e m o v e d  w i t h  a  H a m i l t o n  s y r i n g e ,  s p o t t e d  on 
a  P E I - c e l l u l o s e  p l a t e  a n d  t h e  p l a t e s  d r i e d  w i t h  
a  h o t  a i r - b l o w e r .  The  a p p e a r a n c e  o f  P E I - b o u n d  
r a d i o a c t i v i t y  i s  a  m e a s u r e  o f  n u c l e o t i d e  f o r m e d  
a n d  h e n c e  e n z y m e  a c t i v i t y .
I n  p r a c t i c e ,  a  10 x 20  cm s h e e t  o f  P E I - c e 1 l u l o s e  
w a s  c u t  i n t o  2 . 5  x 2 . 5  cm s q u a r e s .  The  s p o t t e d  
P E I - c e l l u l o s e  p i e c e s  w e r e  a c c u m u l a t e d  u n t i l  a l l  
r e a c t i o n s  w e r e  c o m p l e t e .  U n r e a c t e d  h y p o x a n t h i n e  
wa s  w a s h e d  o f f  t h e  p l a t e s  b y  s w i r l i n g  t h e m  i n  
t h r e e  w a s h e s  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  5 m i n u t e s  
e a c h  a n d  f i n a l ' y  i n  m e t h a n o l .
A f t e r  d r y i n g  i n  a i r ,  t h e  P E I - c e l l u l o s e  p l a t e s
w e r e  p l a c e d  u p r i g h t  i n  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s
c o n t a i n i n g  10 ml o f  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  ( 3 . 0  g
2 , 5 - D i p h e n y  l o x a z o l e  PPO) a n d  Q . 2 g  1 ,  4 - b i s - 2 - |1 5 -  
p h e n y l o x a z y l ) - b e n z e n e  POPOP) p e r  l i t r e  o f  t o l u e n e  
S c i n t i l l a t i  -n c o u n t i n g  w a s  d o n e  i n  a  B ec k ma n n  
l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( m o d e l  n u m b e r  
L’J  2 5 5 )  .
2 . 2 . 4  DEFINITION Or 'JIIIT A111 SP ECI FI C ACTIV' Ty
One u n i t  i s  d e f i n e d  a s  t h e  a m o u n t  o f  e n z y m e  t h a t  
c a t a l y z e s  t h e  p h o s p h o r i b o s y l a t i o n  o f  1 n m o l e  u f  
h y p o x a n t h i n e  t o  f o r m  1 n m o l e  IMP p e r  m i n u t e
f r o m  0 . 2 0 3  mM h y p o x a n t h i n e  a n d  1 . 3  mM PRPP,  u n d e r  
t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  a b o v e .
S p e c i f i c  a c t i v i c y  i s  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  u n i t s  
p e r  mg o f  p r o t e i n .
2 2
2 . 2 . 5  PROTEIN DETERMINATION
The p r o t e i n  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  
o f  Lowry e t  a l . ( 6 6 ) ,  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
a s  s t a n d a r d .
2 . 3 RESULTS
2 . 3 . 1  ASSAY Or :
The  m e t h o d  o f  a s s a y  i s  s i m p l e  a n d  r a p i d  a n d  c a p ­
a b l e  o f  m e a s u r i n g  HPRT a c t i v i t y  o f  s a m p l e s  o f  
l o w p r o t e i n  c o n t e n t .  [*  " C . - H y p o x a n t h i n e  wa s  q u a n ­
t i t a t i v e l y  r e m o v e d  by  t h e  w a s h i n g  p r o c e d u r e ,  a n d  
l i k e  t h e  r e s u l t s  o f  W o h l h u e t e r . b a c k g r o u n d s  o f  
2 0 0  c o u n t s  p e r  m i n u t e  o f  a  t o t a l  o f  2 2 0 0 0  c o u n t s  
p e r  m i n u t e  w e r e  l e f t  b e h i n d .  The  c o u n t i n g  e f f i ­
c i e n c y  o f  t h e  p l a t e s  w as  f o u n d  t o  b e  84% a s  
' e t e r m i n e d  b y  s p o t t i n g  known c o n c e n t r a t i o n s  o f  
[ 14C] h y p o x a n t h i n e .
. .
The r e s u l t s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  a r e  
s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  I .  The h a e m a g l o b i n  w as  
r e m o v e d  e f f e c t i v e l y  b y  t h e  C M - S e p h a d e x - C  5 0 ,  a n d
T, T h e  o t h e r  p r o ­
t e i n s  w e r e  r e m o v e d  by  S e p h a d e x  G 1 0 0 ,  r e s u l t i n g
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2 . 3 . 3  ' TNETICS OF HPRT
U n d e r  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  u s e d , t h e  r e a c t i o n  
r a t e  w a s  f o u n d  t o  b e  l i n e a r  up  t o  40  m i n u t e s ,  n s  
s ho wn  i n  T a b l e  l i  a n d  F i g  8 t h e  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  xMP f o r m a t i o n  a n d  t h e  a m o u n t  o f  e nz ym e  
u s e d  i s  l i n e a r .
I n i t i a l  v e l o c i t i e s  (V)  a n d  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  ( s )  f r o m  t h e  k i n e t i c  e x p e r i m e n t s  w e r e  
f i t t e d  b y  a n  IBM 3 7 1 5 8  c o m p u t e r  t o  t h e  e q u a t i o n s  
r e l a t i n g  t o  t h e  L i n e w e a v e r —B u r k , H a y n e s ,  z . ac^e  — 
H o f s t e e  a n d  t h e  m o d i f i e d  E a d i e - H o f s t e e  p l o t s .  
The  f o r t  r a n  p r o g r a m  d e v e l o p e d  by  M a n c h e s t e r  was  
u s e d .  From t h i s  p r o c e d u r e ,  v a l u e s  f o r  V a n d  K-m 
w e r e  o b t a i n e d ,  w h e r e  V i s  maximum v e l o c i t y  a n d  Km 
t h e  M i c h a e l  i s  c o n s t a n t .
The  a p p a r e n t  ( M i c h a e l i s  c o n s t a n t )  o f  HPRT f o r  
t h e  s u b s t r a t e  h y p o x a n t h i n e  w a s  f o u n d  t o  b e  67u.M 
( T a b l e  I I I ,  F i g .  10)  a t  0 . 203mM h y p o x a n t h i n e  
T h e s e  v a l u e s  c o m p a r e  f a v o u r a b l y  w i t h  l i t e r a t u r e  
v a l u e s  ( 1 1 9 ) .  The  l i n e w e a v e r  B u r k  p l o t s  f o r  t h e  
r e s u l t s  f r o m  t h e  k i n e t i c  e x p e r i m e n t  a r e  
i l l u s t r a t e d  i n  t h i s  s t u d y .
V a r i o u s  p u r i n e  a n a l o g u e s  ( T a b l e  V a n d  F i g . 12)  
w e r e  t e s t e d  a s  i n h i b i t o r s  o f  HPRT f o r  t h e  
s u b s t r a t e , h y p o x a n t h i n e . T h r e e  i n  p a r t i c u l a r  
w e r e  f o u n d  t o  b e  a c t i v e  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e n z y m e . 
D e t a i l e d  k i n e t i c  s t u d i e s  o f  t h e s e  i n h i b i t o r s  a r e  
i n d i c a t e d  i n  f i g u r e s  1 3 , 1 4  a n d  15 r e s p e c t i v e l y .  
The  t y p e  o f  i n h i b i t i o n  i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  V I .
NUCLEOTIDE FORMATION AS A FUNCTION OF ENZYME CONCENTRATION
TABLE I I  NUCLEOTIDc FORMATION AT VARYING ENZYME
CONCENTATIONS AT 0 . COB mM HYPQXANTHINE AND
1 . 3  mM PRPP
Enzyme 
( 4 g )
V e l o c i t y  
IMP f o r m e d  
n m o l e s / m i n
20 0 . 8 9
30 1 . 3 1
40 1 . 3 0
60 2 . 6 6
80 3 . 8 0
25
3 -
I /
| /
(A I
2
1
20 40 60 80
u g  E n z y m e
Fig. 8
Nucleotide formation at varying enzyme concentrations 
at 0.203mM Hypoxanthine and 0.13mM PRPP.
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FOR HYPOXANTHINE AT CONSTANT PRPP CONCENTRATION
TABLE I I I  NUCLEOTIDE FORMATION AT VARYING HYPOXANTHINE 
CONCENTRATIONS AND 1 . 3  mM PRPP
[ iMC ] H y p o x a n t h i n e V e 1o c i  t y
- 1
H y p o x a n t h i n e V e l o c i t y  1
( mM)
( 5 9  mC i / mmol  )
( u n i t s ) ( mM~ *■) ( u n i t s - "1)
0 . 040 0 . 4 0 4 . 9 4 2 . 4 5
0 . 0 8 0 0 . 5 9 1 2 . 4 6 1 . 6 9
1 . 1 2 0 0 . 6 7 8 . 3 1 1 . 4 7
0 . 2 1 7 0 . 8 5 4 . 6 1 1 . 1 7
0 . 2 8 1 0 . 8 7 3 . 5 6 1 . 1 4
0 .  321 0 . 9 1 3 . 1 1 1 . 0 9
0 . 3 6 1 0 . 9 0 2 . 7 7 1 . 1 0
Lineweaver-Burk 
plot for 
H
ypoxanthine
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DETERMINATION OF THE MiCHAELIS CONSTANT (K^ OF HPRT FOR
PRPP (S-PHOSPHORIBOSYL-l -  • YROPHQSPHA.TE )
TABLE IV NUCLEOTIDE FORT ION AT VARYING PRPP
CONCENTRATIONS -I ..  : mM HYPOXANTHINE
PRPP 
( mM)
V e l o c i t y
( u n i t s )
-1
PRPP 
(mM ‘ )
- 1
V e l o c i t y  
( u n i t s  1)
0 . 3 1 . 8 4 3 . 3 0 . 5 4
0 . 4 2 . 1 8 2 . 5 0 . 4 5
0 . 5 2 . 5 0 2 . 0 0 . 3 9
0 . 8 3 . 0 9 1 . 2 0 . 3 2
1 . 0 3 . 1 4 1 . 0 0 . 3 1
1 . 5 3 . 5 7 0 . 6 6 0 . 2 8
V e lo c ity  ' 1 ( u n i t s  ■■)
(i) Purine
(ii) 2-Benzothiazole
Ri
N
R
R = 1 . . ^
r;
:N
(i ii) s-Triazolo-[4,3-a]-pyrimidine
12 Parent structures of the phleomycin amplifiers 
investigated.
R a
(iv) s-Triazolo-[1,5-a]-pyrimidine
Rz
(v) 2-Thiobenzoxazole
Rz
(vi) Thiazolo-[5,4-d]-pyrimidine
Fi g .  1 2  ( C o n t i n u e d )
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R i
R
N
R 3 Y X yN
N
R.
(iv) s-Triazolo-[1,5-a]-pyrimidine
R 2
c
(v) 2-Thiobenzoxazole
R
N
R i
(vi) Thiazolo-[5,4-d]-pyrimidine
Fi g .  1 2  ( C o n t i n u e d )
(vii) 2-Thiobenzothiazole
i 3
R ^ n A n
H
R i
(viii) s-T riazolo-[4,3-a]-pyrimidine
H
(ix) Thiobenzimidazole
Fi g .  1 2  ( C o n t i n u e d )
(x) s-Triazolo-[4,3-a]-pyrim!dine
Ra
(xi) s-T riazolo-[1,5-c]-pyrimidine
R2
(xii) Pyrazolo-[3,4-d]-pyrimidine
Fig.  1 2  ( C o n t i n u e d )
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TABLE V STRUCTURAL FEATURES OF THE ^HLEOMY JIII
AMPLIFIERS INVESTIGATED
Analogue
Parent
structure
(see figure)
Subrtituents
2-cx-Carbamoy Imethy 1 thi' - Purine Rr - c h 3
6,9-dimethyIpurine (i) V -bLH-CONH^
V -H
R 4 : - c h 3
2-Carbamcylmethylthio- Rv -CH3
8-hydrcxymechy1- Purine R2 : - s c h 2c o n h 2
6,9 -dimethylpurine (i)
V
—GHgOH
R4 : -CH3
2-Carbamoylmethy1thjo- Purine RV - c h 3
6,8,9-trimethylpurine (i)
R2 :
-SCHy.:ONH2
R3: - CH3
R4 ' - c h 3
c h 3
-ot- Benzothiazole Rr -SCHCONH
benzothiazole (ii) R _ : -H2
R3: -H
R „ : -H4
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TABLE V ( cont .y
A n a l o g u e
P a r e n t
s t r u c t u r e
se-'v f i r u r  -
l u b s f c i  t u e n t s
- c x - C a r b a n o y ; chy  l t h i  - i - T r l a z o l o - Rl : -H
j s - t r i a z o l o -  1 ,  - a  : - ! 1 , 3 —a ]
R2 : -H
p y r l m i  11: - p y r i m i d i n e
R3 ‘ -H
( i v )
R4 * -SCHCONH-1
CH,j
3-cx-Carbarn  y ' n y  1 *: h i  - s - t r i a z o l o R1 : -H
_ s - t r i a z o l o - [  4 , 3 - a ] - - [ 4 , 3  —a  j
R2 " -H
p y r i m i d i n e - p y r i m i d i n e
R3 : -H
( i l l )
R4 * -SCHCONHy1
CH3
CH-
1
-cx-- a r ■ im y 1 e %hy1 t h  . B e n z o x a z o l e R1 : -SCHCONHp
if /.o x a z o l e iv)
R2 :
R3 ‘ 
R4 * 
R5 *
-H
-H
-H
-H
. ,• i 'aiiioy : T h i a z o l o - Rl  = SCH-^CONH,
i!' t hv : i h . ■ -  - m e t h y  i - [ 5 , 4 - d ] -
R2 " CH3
' 'i1 .. -  > ,
ny r' lm d : n-
p y r i m i d i n e  
( v i )
R3 * SCH-CONH ^
TABLE V ( CO NT.,
P a r e n t
A n a l o g u e  s t r u c t u r e  S u b s t i t u e n t s
( s e e  f i g u r e )
3 - C a r b a m o y I m e t h y l t h i c -  
s - t r i a z o l o - [ 4 , 3 - a ] -
p y r i m i d i n e
2 - o t - C a r b a m o y l e t h y l t h i o
b e n z i m i d a z o l e
3 - C a r b a m o y I m e t h y l t h i o -
5 . 7 - d i m e t h y l - s -  
t r i a z o l o - [ 4 , 3 - c ] -  
p y r i m i d i n e
2 - C a r b a m o y l m e t h y 1 t h i o
5 . 7 - d i m e  t h y 1 - s - t r i a z o l o  
- [ 1 ,  5 - c ] - p y r i m i d i n e
4 - C a r b a m o y I m e t h y l t h i o -
1 - m e t h y l - l H - p y r a z o l o
- [ 3 , 4 - d j - p y r i m i d i n e
s - t r i a z o l o -  
[ 4 , 3  -  a  ] -
p y r i m i d i n e
( v i i i )
T h i o b e n -
z i m i d a z o l e
( i x )
s - t r i a z o l o -  
[ 4 , 3 - c  ] -  
p y r i m i d i n e
( x )
s - t r i a z o l o  
- [ 1 , 5 - c  ] -  
p y r i m i d i n e  
( x i  )
p y r a z o l o -  
[ 3 , 4 - d ] -  
p y r i m . d i n e  
( x i i )
V -SCHCONH
V -H
R„ : -Hd
R . : -H4
R- : -Hb
Rr
CH3
-CHCONH,
H - : -H4
R_ : -Hd
R . : -H4
Rr -CHulONH
R2 * - CH3
R3 : - CH3
R! 1 SCK,CONH
R2 : - CH3
R3 ’ - c h 3
R1 : -CH2 CONH
R2 : - CH3
m O o -nca*C/3
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TABLE VI INHIBITORS OF HUMAN ERYTHROCYTE HPRT
I n h i b i t o r Ty p e  o f  i n h i b i t i o n
2 - o c - C a r b a m o y l e t h y l  t h i o b e n z o x a z o l e Non c o m p e t i t i v e
?-»- C a r b a i i i o y l e t h y l t h i o - s - t r i a z o l e U n c o m p e t i t i v e
[ 1 , 5 - a ] - p y r i m i d i n e
2 , 5 - B i s c a r b a m o y l m e t h y 1 t h :  - 7 - Non c o m p e t i t i v e
m e t h y l t h i a z o l o - [ 5 , 4 - d ] - p y r i m i d i n e
DISCUSSION
K r e n i t s k y  e t  a l  . ( 6 8 )  h a v e  s hown  t h a t  t h e
a p p a r e n t  v a l u e s  o f  PRPP i s  d e p e n d e n t  o n  t h e
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  t r i s  b u f f e r  a n d  K m v a l u e s
f o r  PRPP o f  0 . 2 4  mM t o  0 . 6 3  mM h a s  b e e n  r e p o r t e d .
A K v a l u e  o f  0 . 4 7  mM f o r  PRPP h a s  b e e n  o b t a i n e d  m
i n  t h i s  s t u d y  w h i c h  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  ( 6 8 ) .  
I n  t h i s  s t u d y  a  K o f  67 uM f o r  h y p o x a n t n i n e  
w as  o b t a i n e d  . T h i s  v a l u e  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  
w i t h  some v a l u e s  r e p o r t e d  ( 1 1 9 ) .  H o w e v e r ,  Km 
v a l u e s  i s  l ow a s  5uM f o r  h y p o x a n t h i n e  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  by o t h e r  w o r k e r s  (67 , 68).  T h e s e  d i f f e r e n c e s  
may b e  e i t h e r  a t t r i b u t e d  t o  t h e  d i f f e r e n t  e n z y m e  
a s s a y  m e t h o d s  u s e d  o r  t h e  n a t u r e  o f  t h e  e n z y m e  
f o r m .
Many s t u d i e s  e x p l a i n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d i f f e r e n ­
c e s  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  n o r m a l  f o r m s  o f  HPRT. 
D e r  K a l o u s t i a n  e t  a l . ( 6 9 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e
p r e s e n c e  o f  t h r e e  a c t i v e  f o r m s  o f  t h e  e n z y m e  a n d  
h a v e  s u s p e c t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f o u r t h  f r o m  
r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  a  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  R e s u l t s  o f  A r n o l d  a n d  K e l l e y  
( 7 0 )  may a l s o  s u g g e s t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f o u r t h  
c o m p o n e n t . L a t e r  G u l u m i a n  a n d  Wab i c  ( 7 1 )
i s o l a t e d  f o u r  s e p a r a t e  c o m p o n e n t s  o f  n o r m a l  HPRT 
by  t h e  t e c h n i q u e  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  a  
s u c r o s e  g r a d i e n t .
He n ce  a  c o m p l e t e  k n o w l e d g e  o f  t h e  d i f f e r e n t  f o r m s  
o f  HPRT i s  e s s e n t i a l  t o  e l u c i d a t e  t h e  e nz ym e  
s t r u c t u r e , s t a b i l i t y  a n d  c a t a l y t i c  o r  r e g u l a t o r y  
p r o p e r t i e s .  A r n o l d  a n d  K e l l e y  ( 7 0 )  h a v e  p r o p o s e d  
a  h y p o t h e s i s  t o  e x p l a i n  t h e  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  
HPRT: s i n c e  t h e  g e n e t i c  c o d i n g  f o r  HPRT r e s i d e s
i n  a  s i n g l e  l o c u s , t h e  e x i s t e n c e  o f  d i f f e r e n t  
f o r m s  c o u l d  n o t  b e  d u e  t o  de  n o v o  s y n t h e s i s  o f
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d i f f e r e n t  p r o t e i n 3 , t h u s  s u g g e s t i n g  a  p o s t - t r a n s ­
c r i p t i o n a l  a l t e r a t i o n  i n  t h e  e n z y m e .  H e t e r o g e n e i t y  
o f  t h e  n a t i v e  human  e r y t h r o c y t e  HPRT h a s  b e e n  
o b s e r v e d  b y  s e v e r a l  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  ( 7 2 , 7 3 , 7 4 ) .
K r e n i t s k y  e t  a l . h a v e  s hown t h a t  s e v e r a l  p u r i n e  
a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  a l s o  s e r v e  a s  s u b s t r a t e s  
f o r  t h e  e n z y m e  ( 6 8 ) .  The e n z y m e  h a s  a  h i g h  
a f f i n i t y  f o r  p u r i n e  a n a l o g u e s  w i t h  6 - o x o  o r  t h i o  
w i t h  o r  w i t h o u "  2 - a m i n o  g r o u p s .  H o w e v e r ,  g u a n i n e  
a n d  h y p o x a n t h i n e  b i n d  m o s t  t i g h t l y  t o  t h e  e n z y m e .  
6 - M e r c a p t o p u r i n e  a n d  6 - t h i o g u a n i n e  w e r e  f o u n d  t o  
b i n d  s l i g h t l y  l e s s  e f f e c t i v e l y  t h a n  t h e  c o r r e s ­
p o n d i n g  N - m e t h y l  d e r i v a t i v e s  o f  g u a n i n e  a n d  
h y p o x a n t h i n e .
F u r t h e r  d e r i v a t i v e s  w i t h  a l k y l ,  h y d r o x y l  o r  a m i n o  
g r o u p s  b o u n d  e v e n  mo r e  p o o r l y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e y  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i m i d a z o l e  r i n g  w as  i m p o r t a n t  
f o r  b i n d i n g  s i n c e  o t h c . '  c o n d e n s e d  p y r i m i d i n e  
s y s t e m s  s u c h  a s  t h e  p y r a z o l o - [ 3 , 4 - d ] - p y r i m i i i n e s  
a n d  r h e  t r i a z o l o - [ 4 , 5 - d ] - p y r i m i d i n e s  b o u n d  
r e l a t i v e l y  p o o r l y .  H o w e v e r  t h e  i m i o a z o l e  p o r t i o n  
i t s e l f  i s  n o t  s u f f i c i e n t  f o r  t h e  e n z y m e  b i n d i n g  
a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  h i g h  K v a l u e s  t h e y  o b t a i n e d  
f o r  5 - a m i n o i m i d a z o l e - 4 - c a r b o x a m i d e  a n d  i t s  f o r m y l  
d e r i v a t i v e .
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h r e e  c o m p o u n d s  w e r e  f o u n d  
t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  HPRT f r o m  a s e r i e s  o f  a n a l o ­
g u e s  t e s t e d .  T h e  t y p e  o f  i n h i b i t i o n  v a r i e d  a n d  
t h e  s t r u c t u r e - i n h i b i t i o n  r e l a t i o n s h i p  c o u l d  n o t  
b e  c o n c l u d e d .  Many d e r i v a t i v e s  c o n t a i n i n g  a n  
i m i d a z o l e  p o r t i o n  d i d  n o t  i n h i b i t  HPRT a n d  two o f  
t h e  i n h i b i t o r s  r e p o r t e d  wer--  n o t  i m i d a z o l e  
d e r i v a t i v e s  T a b l e  V I ) .
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CHAPTER THREL
INHIBITION OF HYPOXANTHINE GUANINE PHOSPHORIBOSYL 
TRANSFERASE FROM HEPATOMA CELL CULTURES
3 . 1 INTRODUCTION
The  t h r e e  p u r i n e - p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  ( F i g  16)  
w h i c h  p r o v e d  t o  b e  a c t i v e  i n h i b i t o r s  o f  HPRT f r o m  
human  e r y t h r o c y t e s :
( i  ) 2-<x - c a r b a m o y l e t h y l  t h i o - s - t r i a z o l o - ^  1,  5 - a ] -
p y r i m i d i n e
( i i )  2 , 5 - b i s c a r b a m o y I m e t h y  1 t h i o - 7 -  l e t h y l t h i a z o l o  
[ 5 , 4 ] - p y r i m i d i n e  
i i i  2 - o * - c a r b o m o y l e t h y  1 t h i o b e n z  x m o l e  , 
w e r e  t e s t e d  i n  h e p a t o m a  c e l l  Cvl  . u r e s  :o i n v e s t i ­
g a t e  t h e i r '  e f f e c t s  _n v i v o .  T h e i r  e f f e c t s  w e r e  
t e s t e d  i n  v i v o  s i n c e  many p u r i n e  a n a l o g u e s ,  f o r  
e x a m p l e ,  6 - m e r c a p t o p u r i n e  a r e  r e p o r t e d  t o  p o s s e s s  
p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y .  6 - M e r e a p t o p u r i n e  was  
r e p o r t e d  t o  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t  a n t i t u m o u r  
a c t i v i t y  a n d  i s  u s e d  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  a c u t e  
l y m p h o c y t i c  l e u k e m i a  i n  c h i l d r e n  30) . F u r t h e r ­
m o r e ,  a n t i f o l i c  a c i d  d r u g s  s u c h  a s  a m i n o p t e r i n  
a n d  a m e t h o p t e r i n  w h i c h  c o n t a i n  a  m o d i f i c a t i o n  
i n  t h e  p y r i m i d i n e  ( o r  t r  i z i n e )  m o e i t y  o f  t h e  
f o l i c  a c i d  m o l e c u l e  p o s s e s s  s u b s t a n t i a l  a n t i t u ­
mo u r  a c t i v i t y  ( 3 0 ) .  A m e t h o p t e r i n ,  f o r  e x a m p l e , i s  
e m p l o y e d  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  many f o r m s  o f  
n e c o l a s i a .  The p u r i n e  b a s e s ,  g u a n i n e  a n d  h y p o x a n -  
t h i n e , a nd  s e v e r a l  p u r i n e  a n a l o g u e s  a r e  c o n v e r t e d  
t o  t h e  r i b o n u c l e o t i d e  d e r i v a t i v e s  by  h y p o x a n t h i n e  
p h o s p h o r i b o s y 1 t r a n s f e r a s e .  F o r  g u a n i n e  ar d h y p o ­
x a n t h i n e ,  t h i s  r e p r e s e n t s  a  s a l v a g e  p a t h w a y  f o r  
n u c l e o t i d e  p r o d u c t i o n .  The e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  
o u r i n e  a n a l o g u e s ,  6 - m e r c a p t o p u r i n e  a n d  6 - t h i o g u a -  
n i n e ,  i n  i n h i b i t i n g  c e l l  g r o w t h  i s  d e p e n d e n t  on 
t h e i r  t r a n s f o r m a t i o n  t o  t h e i r  r i b o n u c l e o t i d e  f o r m s  
by  t h i s  e n z y m e .
6 - M e t h y l t h i o p u r i n e  r i b o n u e l e o s i d e  i s  c o n v e r t e d  b y  
a d e n o s i n e  k i n a s e  ( ATP: a d e n o s i n e  5 ' p h o s p h o t r a n s ­
f e r a s e  E C . 2 . 7 . 1 . 2 0 )  t o  t h e  n u c l e o t i d e  w h i c h  
e x e r t s  a  p o t e n t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  de  n o v o  p u r i n e  
p a t h w a y . T h u s  b y  b l o c k i n g  de  n o v o  p u r i n e  n u c l e o ­
t i d e  b i o s y n t h e s i s ,  i t  l o w e r s  t h e  ATP c o n t e n t  o f  uhe 
c e l l  t o  s u c h  a s  e x t e n t  t h a t  p r o d u c t i o n  o f  n u c l e i c  
a c i d s  i s  r e d u c e d .  T h u s ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  
d e  n o v o  a n d  s a l v a g e - p a t h w a y  p r o d u c t i o n  o f  GMP a n d  
IMP may b e  r e l a t e d  t o  t h e i r  t o x i c  e f f e c t s  on  t u m o u r s  
( 3 0 ) .  H e n c e ,  t h e  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  
r e p o r t e d  a s  i n h i b i t o r s  o f  human  e r y t h r o c y t e  HPRT 
w e r e  t e s t e d  i n  i p a t o m a  c e l l  c u l t u r e s .
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(i) 2- » -ca rba m oy le thy l th io - s - t r i a z o lo - [1 ,5 -a ] -py r im id ine
V' | T ' > s c h 2conh2  
NH2COCH2S N' 5
CHg
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(ii) 2 . 5 - b i s - c a r b a m o y l m e t h y l t h i o - 7 - m e t h y l t h i a z o l o - [ 5 . 4 - d ] - p y r i m i d m e
Nx 9 H3 
> s c h c o n h 2
(mi) 2 - » - c a r b a m o y l e t h y l t h i o b e n z o x a z o l e
Fig.  16 P h le o m y c in  a m p l i f ie rs  de tec ted  as in h ib i to rs  
o f  h u m a n  e r y th ro c y te  H P R T
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3 . 2  MATERIALS AND METHODS
A l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e .
3 . 2 . 1  HEPATOMA CELL CULTURE
R a t  h e p a t o m a  ( 7 5 )  c e l l s ,  o r i g i n a l l y  d e r i v e d  by  
t r e a t m e n t  o f  r a t s  w i t h  3 - m e t h y 1 - 4 - d i m e  t h y 1 a m i n o a -  
z o b e n z e n e  w e r e  g r o w n  a s  d e s c r i b e d  by  Gr imm ( 7 6 )  
a n d  G u l u m i a n  ( 7 7 ) .  The y  w e r e  g r o w n  i n  E a g l e ' s  
m i n i m a l  e s s e n t i a l  medium w i t h  g l u t a m i n e  w h i c h  
was  s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 mg% a s c o r o i c  a c i d ,  5% 
f o e t a l  c a l f  s e r u m ,  1 0 . 5  m g / I  L - s e r i n e , 7 . 5  m g / t  
g l y c i n e , 50 u n i t s / m l  o f  b o t h  p e n i c i l l i n  G a n d
s t r e p t o m y c i n ,  a n d  7 5 0 m g / (  s o d i u m  b i c a r b o n a t e .  The 
c e l l s  w e r e  g r o wn  i n  g l a s s  o r  p l a s t i c  b o t t l e s .  
Th e y  w e r e  k e p t  a t  37°C i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  95% 
a i r .  5% C O . .
3 . 2 . 2  SLECLLT'-RE
The o l d  med i um w a s  d e c a n t e d . The  c e l l s  w e r e  
r i n s e d  w i t h  3 . 0  ml wa rme d  t r y p s i n  s o l u t i o n .  To 
d e t a c h  t h e  c e l l s  f r o m  t h e  s u b s t r a t e , 5 . 0  ml
t r y p s i n  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  a l l o w e d  t o  
s t a n d  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  3 m i n u t e s .  The  
t r y p s i n i z a t i o n  p r o c e s s  w a s  c o m p l e t e d  when  t h e  
c e l l  s n e e t  a p p e a r e d  t o  b e  l o o s e n e d  f r o m  t h e  g l a s s  
o r  p l a s t i c  s u r f a c e . The c e l l s  w e r e  t h e n  a s p i r a t e d  
w i t h  a  10 ml s y r i n g e  a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  c e n t ­
r i f u g e  t u b e .  A f t e r  3 m i n u t e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  l o w  
i p e e d , t h e  t r y p s i n  s o l u t i o n  w a s  d e c a n t e d  a n d
2 . 0  ml med ium w e r e  a d d e d . The c e l l s  w e r e  t h e n  
d i s p e r s e d  b e f o r e  d i s t r i b u t i n g  i n t o  new c u l t u r e  
v e s s e l s  c o n t a i n i n g  5 . 0  ml m e d i u m .  The n u m b e r  o f  
c e l l s  i n  t h e s e  s u b c u l t u r e s  was  a l w a y s  k e p t  i n  
t h e  r e g i o n  o f  f i v e  m i l l i o n  p e r  c u l t u r e . T h e y  
w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° Can d  t h e  med i um was
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-hanged -tVter : lays.
• • . • ; nr c o n t a i n e d  :
- -Og NaCl
- 4;- KC1
- 1  D- + ) - g l u c o s e
- >.8g NaHC03
- 2 . Og EDTA
- 5 . 0 g  T r y p s i n  ( D i f c o  1 : 2 5 0 )
- 1 0 . 0 m l  ( 0 . 2 %  s o l u t i o n )  p h e n o l  r e d
- 1 0 . 0ml  P e n i c i l l i n  G ( 1 0 6 u n i t s )
- 5 . 0 m l  H O c o n t a i n i n g  l g  s t r e p t o m y c i n
20mg p h e n o l  r e d  a n d  5 . 8 g  NaHCO-. w e r e  d i s s o l v e d  
ir 100ml  d e i o n i s e d  w a t e r .  The  m i x t u r e  w a s  a d d e d  
t o  the o t h e r  i n g r e d i e n t s  a n d  made up  t o  o n e  l i t r e  
a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  F o r  s u b c u l t u r e s ,  t h i s  s o l u ­
t i o n  ,vas d i l u t e d  5 . i m e s  a n d  s t e r i l i z e d  by  
p a s s i n g  t h r o u g h  m i l l i p o r e  f i l t e r s  w i t h  p o s i t i v e  
p r e s s u r e .
.
determine c e i l  n u m b e r s ,  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  o f f  
he culture d i s h  i n t o  i s o t o n i c  s a l i n e  a n d  c o u n t e d  
C o u l t e r  c o u n t e r  Model  D. The  c o u n t i n g  i s  
b a s e d  on a  d i f f e r e n c e  i n  c o n d u c t i v i t y  b e t w e e n  
ells a n d  s u s p e n d i n g  m e d i u m .  The s e n s i n g  d e v i c e  
s a tube c o n t a i n i n g  a  s m a l l  c y l i n d r i c a l  a p e r t u r e  
140um in d i a m e t e r )  w h i c h  i s  i m m e r s e d  i n  a  b e a k e r  
o n t a i n g  c e l l s  t o  b e  e n u m e r a t e d  a n d  s u s p e n d e d  i n  
i s o t o n i c  s a l i n e .  A s m a l l  DC v o l t a g e  i s  a p p l i e d  
a c r o s s  t h i s  g a t e .  When a  m e t e r e d  v o l u m e  o f  
s u s p e n s i o n  ( 0 . 5 m l )  is d r a w n  t h r o u g h  t h e  o p e n i n g  
by v a c u u m .  t h e  p a s s a g e  o f  a n  i n d i v i d u a l  c e l l  
c a u s e s  a v o l t a g e  d r o p  due  t o  i n c r e a s e d  a p e r t u r e  
i m p e d a n c e .  The c o r r e s p o n d i n g  p u l s e  c a n  b e  v i s u a l -  
s e d  by means o' an o s c i l l o s c o p e  a n d  i s  r e c o r d e d
by  t h e  i n s t r u m e n t  c o u n t i n g  c i r c u i t s .  The  d i l u ­
t i o n s  a r e  c h o s e n  t o  g i v e  a n  e s t i m a t e d  m a c h i n e  
c o u n t  o f  1 0 0 0 0  o r  l e s s  p e r  0 . 5 m l  t o  m i n i m i z e  
c o i n c i d e n c e  w h i c h  c a n  h e n c e  b e  i g n o r e d .
I t  i s  i m p o r t a n t  i n  m a k i n g  i n s t r u m e n t  c o u n t s  t o  
c n o o s e  s e t t i n g s  w h i c h  r e g i s t e r  a l l  p u l s e s  a b o v e  
b a c k g r o u n d  n o i s e .  T h e r e f o r e ,  t h e  a p e r t u r e  c u r r e n t  
a n d  t h e  a m p l i t u d e  c o n t r o l s  w e r e  a d j u s t e d  t o  g i v e  
a n  o s c i l l o s c o p e  p a t t e r n  i n  w h i c h  t h e  i m p u l s e s  
w e r e  o n e - h a l f  t o  t w o - t h i r d s  o f  t h e  s c r e e n  h e i g h t .
4 hprt a c t i v i t y i n  h e p a t o m a c e l l  c u l t u r e s
4  a  ASSAY METHCT
The a s s a y  m e t h o d  d e s c r i b e d  f o r  h uman  b l o o d  HPRT 
( c h a p t e r  2 ,  t h i s  t h e s i s )  w as  e m p l o y e d .
.4 b ENZYME EXTRACT
The c e l l s  w e r e  s c r a p e d  o f f  t h e  c u l t u r e  d i s h  a n d  
s u s p e n d e d  i n  t h e  b u f f e r  o f  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s - -  
t i o n : 0 . C2mM T r i s - H C € , 0 . 2mM MgSO*, pH 7 . 8 .  . h e s e  
c e l l ,  w e r e  l y s e d  by  f r e e z e - t h a w i n g  i n  a  d r y - i c e -  
a c e t o n e  m i x t u r e . T h i s  l y s a t e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  
a n d  t h e  s u s p e - n a t a n -  u s e d  t o  a s s a y  HPRT.
. 4  c KiNET.CS -F HPRT
The M i c h a e l i s  c o n s t a n t s  ( Km) f o r  h y p o x a n t h i n e  was  
c a l c u l a t e d  by  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  f o r  human  
e r y t h r o c y t e  HPRT.
. 4  d ^NHlBlTlON OF HPRT
( i ) i n  v i t r o : L y s e d  c e l l s  w e r e  a s s a y e d  f o r  HPRT 
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n a l o g u e s  t o  d e t e c t
( i i )  I n  v i v o :  C e l l s  i n  c u l t u r e  w e r e  i n c u b a t e d
w i t h  t h e  a n a l o g u e s  ( a t  1 0 |xM) f o r  o ne  h o u r .  
The  c e l l s  w e r e  w a s h e d  f r e e  o f  a n a l o g u e  
w i t h  b u f f e r ,  s c r a p e d  o f f  t h e  c u l t u r e  d i s h  
a n d  a s s a y e d  f o r  HPRT. F u r t h e r m o r e ,  c e l l s  
w e r e  r e i n c u b a t e d  f o r  v a r y i n g  t i m e  i n t e r v a l s  
i n  a n a l o g u e  -  f r e e  me di um t o  d e t e c t  a n y  
c h a n g e  i n  HPRT a c t i v i t y .
r e s u l t s  and c i s c H f f :
K i n e t i c  s t u d i e s  s h o w e d  t b a t  t h i s  e n z y m e  i s  a c t i v e  
i n  h e p a t o m a  c e l l  c u l t u r e s ,  a n d  t h i s  a c t i v i t y  i s  
d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  h e p a t o m a  
c e l l s  p r e s e n t .  The r e s u l t s  a r e  i n d i c a t e d  i n  
T a b l e  V I I I  a n d  F i g  17.
F u r t h e r  k i n e t i c  s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  HPRT a c t i v i t y  
i n  h e p a t o m a  c e l l s  h a s  a  Km o f  8 6 4 M f o r  h y p e x a n ­
t h i n e  a t  1.3mM PRPP v T a b l e  IX a n d  F i g  1 8 ) .
A l s o ,  t h e  a v e r a g e  HPRT a c t i v i t y  i n  h e p a t o m a  c e l l s
Lis.
A c o m p l e t e  l o s s  o f  HPRT a c t i v i t y  r e s u l t e d  when  
c e l l s  i n  c u l t u r e  w e r e  i n c u b a t e d  w i i . »  t h e s e  a n a l o ­
g u e s  f o r  o ne  h o u r .  R e m o v i n g  t h e  m e d i u m ,  a n d  r e -  
i n c u b a t i n g  t h e  c e l l s  f o r  2 h o u r s  i n  a n a l o g u e  f r e e  
me di um d i d  n o t  r e s t o r e  HPRT a c t i v i t y .  P r e s u m a b l y  
d u r i n g  t h e  2 h o u r s ,  t h e  a n a l o g u e  ( o r  i t s  m e t a b o ­
l i t e )  i s  s t i l l  p r e s e n t  i n  s u f f i c i e n t  c o n c e n t r a ­
t i o n  f o r  i n h i b i t i o n .  F u r t h e r m o r e , ^ h e  a n a l o g u e s  
h a d  n o  e f f e c t  on  c e l l  n u m b e r  a n d  HPRT a c t i v i t y  
was  d e t e c t e d  w i t h i n  6 h o u r s .
Enzyme e x t r a c t s  f r o m  h e p a t o m a  c e l l  c u l t u r e s  
i n c u b a t e d  i n  a n a l o g u e  - f r e e  med i um w e r e  t h e n  
a s s a y e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  t h r e e  a n a l o g u e s .  
The  f o l l o w i n g  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  ( T a b l e  X) :
A n a l o g u e s  ( i  i ) a n d  ( i l l )  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  
l o s s  o f  HPRT a c t i v i t y  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d .
H o w e v e r , w i t h  a n a l o g u e  ( i )  t h e r e  w a s  d e c r e a s i n g  
a c t i v i t y  w i t h  i n c r e a s i n g  a n a l o g u e  c o n c e n t r a t i o n .
The d e p e n d e n c e  o f  a c t i v i t y  on  a n a l o g u e  ( i )  i s  
s h o wn  i n  T a b l e  XI .
T a b l e  V I 1 1  N u c l e o t i d e  l o r x i a n o n  a t  v a r y i ng e n z y me
c o n c e n t r a t i o n
Enzyme e x t r a c t ' n O
n m o l e s  p r o d u c t / n m c i e s  p r o d u c t /
ml f r o m  0 .203mM ml f r o m  0 . 1624mM
H y p o x a n t h i n e H y p o x a n t h i n e
5 1 . 7 5 1 . 2 6
1 0 3 . 6 9 3 . 3 8
15 5 . 7 4 5 . 1 9
2 0 7 .  16 6 . 9 6
25 9 . 3 8 8 . 7 8
30 1 0 . 8 3 9 . 6 3
35 1 2 . 4 2 1 1 . 0 8
40 1 3 . 6 4 1 2 . 1 3
C e l l  n u m b e r  = 14 m i l l i o n  c e l l s / m l
n 
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Fig. 17 Velocity of the HPRT reaction as a function 
of amount of Enzyme extract at
(i) 0.203 mM Hypoxanthine (-+-)
(ii) 0 162 mM Hypoxanthine (o-o)
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Table iX Nucleotide formation a t varying hypoxanthine 
concentrations
Hypoxan- Hypoxan- VELOCITY 
u n i t s  IMP f o r m e d  
( n m o l e s / m t ! /
1 0 6  c e l l s )
- 1
Velocity
thine t,mM)
- 1
tnine
C . 0 6 0 9 1 6 . 4 2 1 5 . 3 7 0 . 0 6 5 0
0 . 0 8 1 2 1 2 . 3 1 5 1 7 . 6 7 0 . 0 5 6 5
0 . 1 0 1 5 9 . 8 5 1 9 . 7 9 0 . 0 5 0 5
0 . 1218 8 . 2 1 2 2 . 0 1 0 . 0 4 5 4
0 . 1 6 2 4 6 . 1 5 8 2 5 . 0 3 0 . 0 3 9 9
0 . 2 0 3 4 . 9 2 6 2 6 . 1 3 0 . 0 3 8 2
0 . 2 8 4 2 3 . 5 1 9 2 7 . 5 1 0 . 0 3 6 3 •
HYPOXANTHINE-’ (m M -1)
Fig. 18 Determination of Km of hyp oxan th in e  of HPRT 
from H epatom a cell  cultures.
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T a b l e  X i n h i b i t i o n  o f  HPRl o f  h e p a t o m a  c e l l s
A n a l o g u e sI n h i b i t o r  c o n c e n -Enzyme c o n c e n t r a -
t r a t i  ant i o n
( n  m o l e s / m l / 10(mM)( it< e n z y m e
c e l l s )e x t r a c : ■
2 3 . 4  2 3 . 4  2 3 . 4
20.00 . 0 5  
0 . 10 
0 . 1 5
40 1 8 . 7
2 7 . 8  2 7 . 8  2 7 . 8
2 0 . 40 . 10
30 1 6 . 2
1 3 . 8
0 . 2 0
0 . 2 5
5 7
T a b l e  XI I n h i b i t i o n  o f  HPRT o f  h e p a t o m a  c t 1 1 s  by
2 - o - C a r b a m o y l e t h y 1 t h i o - s - t r i a z o l o - [ l , 5 - a ] -  
p y r i m i d i n e
I n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n HPRT a c t i v i t y
(mM)
UNITS _%
0 2 3 . 4 1 0 0
0 . 0 5 2 0 . 0 85
0 . 1 0 1 8 . 7 80
0 . 1 5 1 5 . 6 6 6
0 . 2 0 1 3 . 6 58
0 . 2 5 1 1 . 6 49
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CHAPTER FOUR
INFLUENCE OF THE ANALOGUES ON THE EXCISION REPAIR 
MECHANISM OF UV- IRRADIATED E . c o l  i.
4 . 1  INTRODUCTION
An a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  p h l e o m y c i n  i n d u c e d  c e l l  
d e a t h  f o l l o w i n g  DNA b r e a k d o w n  a n d  e n z y m e s  o f  t h e  
d a r k - r e p a i r  p r o c e s s  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d .  G r ^ g g
( 1 0 )  s h o w e d  t h a t  e x c i s i o n  d e f e c t i v e  m u t a n t s  w e r e  
n e i t h e r  k i l l e d  b y  p h l e o m y c i n  0 s 2 u g / m l )  n o r  t h e i r  
DNA b r o k e n  down .
P h l e o m y c i n  b i n d s  t o  t h y m i n e  b a s e s  i n  t h e  DNA ( 7 8  
a n d  i n d u c e s  b r e a k a g e  o f  DNA a n d  c o r r e s p o n d i n g  
c e i l  d e a t h  by two d i s t i n c t  m e c h a n i s m s
( i )  a  n o n - e n z y m i c  m e c h a n i s m ,  c h i e f l y  a t  l o w  
p h l e o m y c i n  c o n c e n t r a t i o n s ,  a n d
( 1 1 ) a n  e n z y m i c  m e c h a n i s m
The n o n - e n z y m i c  DNA b r e a k a g e  i s  m e d i a t e d  by  s u l -  
p h y d r y l  c o m p o u n d s .  S l e i g h  a n d  G r i g g
h a v e  p r o p o s e d  a  m e c h a n i s m  w h i c h  i n v o l v e s  m e t a l  
i o n / 0 0 c a t a l y s e d  o x i d a t i o n  o f  t h e  s u l p h y d r y l  g r o u p  
t o  y i e l d  i t s  f r e e  r a d i c a l  f o r m ,  f o l l o w e d  by  r e a c ­
t i o n  o f  t h e  r a d i c a l  w i t h  t h e  p h l e o m y c i n  b o u n d  DNA 
r e s u l t i n g  i n  DNA b r e a k a g e  a n d  r e g e n e r a t i o n  o f  t h e  
s u 3 p h y d r y 1.
The e n z y m i c  m e c h a n i s m  i n v o l v e s  t h e  s i n g l e  s t r a n d -  
s p e c i f i c  e n d o n u c l e a s e s .  P h l e o m y c i n  p r o d u c e s  l o c a l  
d e n a t u v a t i o n  i n  DNA w h i c h  i s  t h e n  s e n s i t i v e  t o  
t h e s e  e n d o n u c l e a s e s .
D o u b l e  -  s t r a n d e d  n u c l e i c  a c i d s  e x h i b i t  a  h e l i x -  
c o i l  t r a n s i t i o n  (Tm) w i t h i n  a  d e f i n e d  t e m p e r a t u r e
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r a n g e ,  a t  a  g i v e n  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  pH.  The  
o r e m a t u r e  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  DNA b y  t h e  p h l e o m y — 
c i n  a m p l i f i e r  c a f f e i n e , a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  d r o p  
i n  Tm, s u g g e s t s  t h a t  i t  i n t e r a c t s  more  s t r o n g l y  
w i t h  t h e  s i n g l e - s t r a n d e d  r a n d o m  c o i l  f o r m  o f  t h e  
DNA t h a n  w i t h  t h e  d o u b l e  h e l i c a l  f o r m :  h e n c e ,
s h i f t i n g  t h e  e q u i I b r i u m  i n  f a v o u r  o f  t h e  r a n d o m  
c o i l  f o r m .
I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  s u b s t a n c e s  w h i c h  
e x h i b i t  s e l e c t i v i t y  o f  b i n d i n g  f o r  s i n g l e - s t r a n d  
DNA may i n h i b i t  e x c i s i o n  r e p a i r  ( 1 9 , 5 6 ) .  As w i t h  
c a f f e i n e  t h e  mode o f  a c t i o n  c o u l d  b e  by d e n a t u r a -  
t i o n  o f  t h e  DNA w h e r e  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  
t h e  c o m p l e m e n t a r y  s t r a n d s  o f  DNA i s  w e a k e n e d .  
S i n c e  t h e  e n d o n u c l e a s e  w h i c h  i n i t i a t e s  e x c i s i o n  
r e p a i r  i s  a  d o u b l e —s t r a n d  s p e c  i  11  c e n z y m e ,  -• t  
p r e s u m a b l y  c a n n o t  r e c o g n i s e  t h e  s u b s t r a t e .
H e n c e , t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  r e p o r t e d  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  a s  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  
m e c h a n i s m .  Thr  e x c i s i o n  r e p a i -  m e c h a n i s m  wa s  
s t u d i e d  by  m e a s u r i n g  t h e  l i q u i d  n o 1d i n g  r e c o v e r y  
o f  UV—i r r a d i a t e d  E . co 1 1 8 a s  d e s c r i b e d  >~he
. t h i s  " h e s i s ) .
4 . 2  MATERIALS AML METHODS
The m e t h o d  o f  Harm ( 2 7 )  w as  a d o p t e d  a s  f o l l o w s : -
4 . 2 . 1  BACTERIAL STRAIN
E . c o l i  B ( s u p p l i e d  by  t h e  D e p a r t m e n t  o f  G e n e t i c s ,  
U n i v e r s i t y  o f  t h e  W i t w a t e r s r a n d , J o h a n n e s b u r g i .
4 . 2 . 2  GROWTH AND DILUTION OF BACTERIA
A l l  c u l t u r e s  w e r e  f r e s h l y  g r o w n  o v e r n i g h t  i n  0 . 8 %
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er : Hro • •; a  3 7 °  1 i n c u b a t o r  s h a k e r .  The
suspension a t  s t a t i o n a r y  p h a s e  w as  t h e n  
ioculated In t r e s h  medium ( 0 . 8 %  n u t r i e n t  broth) 
.nd qrow; o g a r i  t h m i c  p h a s e  ( 2  h o u r s ) .  The
^  ^ m e d i a t e l y  c o l l e c t e d  by c e n t r i f u g a -
. a s m  : and resuspendt n p h o s p h a t e  b u f f e r
f o l  i')v. ng  o m p o s i  t i o n  : 1 9 .  BmH-Na^HPO^ , 22mM- 
. - nM-NaCl and 2mM-MgS04 . ( MgSO^ was
j : - aver: irately before m a k i n g  up  t h e  b u f f e r
v avoa orecipitatlon) .
:. .0 _ _ TRA VI vCET RADI AT I ■ JN
I r r a d i a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  a n  u l t r a v i o l e t
2
lamp a t  a  _ u s e  r a t e  o f  0 . 1 0  e r g s / m m  / s e c .  
6 . 2 5 J / m 2 ) a t  254nm.
o. KIL_ CURVE
: e l l  s a m p l e s  w e r e  i r r a d i a t e d  i n  s t e r i l e  p e t r i  
d i s h e s  w i t h  c o n t i n u o u s  a g i t a t i o n  t o  e n s u r e  u n i f o r m  
i r r a d i a t i o n .  A l l  i r r a d i a t i o n  was  c a r r i e d  o u t  i n  
t h e  d a r k  w h i l e  p o s t - i r r a d i a t i o n  t r e a t m e n t  was  
a r r i e d  o u t  u n d e r  y e l l o w  l i g h t  ( 545nm)  t o  p r e v e n t  
p h o t o r e a c t i v a t i o n .  100  at! a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  
a l t e r  v a r i o u s  t i m e  i n t e r v a l s  o f  i r r a d i a t i o n  t o  
m o n i t o r  c e l l  s u r v i v a l .
4.2.5 ^IQUID HOLDING
B a c t e r i a  w e r e  i r r a d i a t e d  a t  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  
d o s a g e  f o r  1 2 . 5  s e c o n d s  t o  y i e l d  20% - e l l  s u r v i v a l  
a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  k i l l  c u r v e .  I r r a d i a t e d  
s a m p l e s  ( o r  u n i r r a d i a t e d  c o n t r o l  s a m p l e s  a t  t h e  
same c o n c e n t r a t i o n  w e r e  d i l u t e d  1 : 1 0  i n t o  p h o s p ­
h a t e  b u f f e r  o r  p h o s p h a t e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  1 mM 
p u r i n e  a n a l o g u e  a n d  k e p t  a t  room t e m p e r a t u r e  
1 2 4 * 0 )  f o r  v a r i o u s  p e r i o d s  o f  t i m e .
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4 . 2 . 6  CELL VIABILITY
S u s p e n s i o n  o f  b a c t e r i a ,  s u i t a b l y  d i l u t e d  i n  0 . 9 %  
s a l i n e  > w e r e  s p r e a d  on  a  n u t r i e n t  a g a r  med i um a n a  
t h e  p e c r i  d i s h e s  i n c u b a t e d  a t  3 7 0C . A l l  p l a t i n g  
a n d  d i l u t i o n s  w e r e  r a p i d l y  p e r f o r m e d  i m m e d i a t e l y  
t h e  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  
c u l t u r e s .
4 . 3  RESULTS
The  kinetics o f  UY-inactivation o f  E •coli i s  shown 
i n  F i g  . 1 9 .
The  r e s u l t s  o f  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  i n  p h o s p h a t e  
b u f f e r  ( f r e e  o f  a n a l o g u e ; a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  20 . 
As d e s c r i b e d  b y  Harm ( 2 7  , m o s t  o f  t h e  l i q u i d  
h o l d i n g  r e c o v e r y  i s  f o u n d  w i t h i n  4 h o u r s  a t - e r  
i r r a d i a t i o n ,  h o l d i n g  f o r  s t i l l  l o n g e r  p e r i o d s  a d d s  
r e l a t i v e l y  l i t t l e  t o  t h e  e f f e c t s .  C o n t r o l  s u s p e n ­
s i o n s  o f  u n i r r a d i a t e d  c e l l s ,  h e l d  i n  b u f f e r  - o r  
t h e  same  p e r i o d s  o f  t i m e ,  s h o w e d  v e r y  l i u t l e  
c h a n g e  i n  c e l l  v i a b i l i t y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a n a l o ­
g u e s  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  s u r v i v a l  
o f  t h e  c o n t r o l  s u s p e n s i o n s  o f  u n i r r a d i a t e d  c e i i s
m t a i n i n g  b u f f e r  ( T a b l e  X I I ) .
T a b l e  X I I I  s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  p u r i n e  a n a l o ­
g u e s  on  l i q u i d  I d i n g  r e c o v e r y .
6 2
UV dosage (seconds)
Fig.  19 The ef fect  of t ime of i r rad ia t ion  on survival of E coli .
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TABLE XII INFLUENCE OF PHLEOMYCIM AMPLIFIERS JN THE SURVIVAL OF THE 
CONTROL SUSPENSIONS OF UNIRRADIATED CELLS HELD IN ANALOGUE 
CONTAINING BUFFER~FOR 3 HOURS
ANALOGUE % SURVIVAL
2 - o - C a r b a m o y l m e t h y l t h i o - 6 , 9 -  9 4
d i m e t h y l p u r i n e
2 - C a rb a m o y Im e th y l th i 0 - 8 -hydroxyme t h y 1 - 6 , 9 -  91 .5
d i m e t h y l p u r i n e
2 - C a r b a ' n o y l m e t h y l t h i o - 6 , 8 , 9 -  9 3
t r i m e t h y l p u r i n e
2-o t-Carbamoylethy  I t h i o b e n z o t h i a z o l e 29
2 -O t-C a r b a m o y le th y lth io -s - tr ia z o le -  95
[ 1 , 5 - a ] - p y r i m i d i n e
3 - o - C a r b a m o y l e t h y l t h i o - s - t r i a z o l o -  98 
[ 4 , 3 - a ] - p y r i m i d i n e
2 - O - C a r b a m o y l e th y l th io b e n z o x a z o le  53 ,5
2 , 5 - B i s c a r b a m o y l m e t h y l t h i o - 7 - m e t h y l t h i a z o l o -  9 5
[ 5 , 4 - d ] - p y r i m i d i n e
3 - C a r b a m o y I m e t h y l t h i o - s - t r i a z o l o - . 4 , 3 - a ] -  9 3 . 5  
p y r im id in e
3- C a r b a m o y I m e t h y l t h i o - 5 , 7 - d i m e t h y 1 - s - t r i a z o l o -  9 7
[ 4 , 3 - c ] - p y r i m i d i n e
2-C arbam o y Im e th y I th io  5 , 7 - d i m e t h y 1 - s - t r i a z o l o  9 0
- [ 1 , 5 - c 1 - p y r i m i d i n e
4 - C a r b a m u y l m e t h y l t h i o - l - m e t h y l - l H - p y r a z o l o -  9 4 .5  
[ 3 , 4 - d ] - p y r i m i d i n e
1 . 3 ,7-Tri m e th y I x a n t h i n e  ( c a f f e i n e )
SECONDS
% INHIBITION
ANALOGUE % SURVIVAL  OF_LHR-
2-O-Carbamoylmethylthio-C,9- 
dimethylpurine
2-Carbamc h ilthio-8-hydroxymethyl-6,9 -  9 91
dimethylpurine
8 92
91
53
47 53
2-CarbamcyIme thy1t h i o - 6 ,8 ,9 -  
tn m e th y lp u n n e
2-ot -Carbamoyle thy 1 h iobe nz  ' h l a z e  -
2-o-Carbamcy 1 e thy  1 ^h ic  -_s- 1r  i a - -  
[ l , 5 - a ] - p y r i m i d i n e
3 - 0 & - C a rb a m o y l e t h y l t h i c - s , - t r i a z o l o -  
[ 4 , 3 - a ] - p y r i m i d i n e
2-o-Carbamoylethylthiobenzoxazole
2,5-Biscarbamoylmethylthio- -
m e t h y l t h i a z o l o - [ 5 , 4 - d ] -  12 88
p y r i m id in e
3-Carbamoylmethylthio-s-triazolo- 86 14
[ 4 , 3 - a ] - p y r i m i d i n e
3-Carbamoy Imethy l t h i o - 5 , -d im e thy l -s^ -  
t r i a z o l o —[ 4 , 3 —c ] - p y r i m i d i n e
2-Carbamoy Imethylthio-5,7 - d imethy1 -^ -
t n a z o l o - ]  1 , 5 —c ] - p y r i m i d i n e
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4 - C a r b a m o y l m e t h y l t h i o - l - m e t h y l - l H -  29 ' 1
p y r a z o l o - [ 3 , 4 - d ]- p y r i m i d i n e
1 , 3 , 7 - T r i m e t h y l x e n t h i n e  ( c a f f e i n e ' 54 46
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TABLE XIV PHLEOMYCIN AMPLIFICATION ACTIVITY IN RELATxC.l TO THr, 
ABILITY TO INHIBIT EXCISION REPAIR
ANALOGUE % INHIBITION OF AMPLIFICATION ACTIVITY
EXCISION REPAIR (ADJUSTED TO CAFFEINE)
2-Or-Carbamoy Imethy lthio-6,9-
dimethylpurine
C-O-Carbamoylethyithio-
benzoxazole
2-Carbameylmechylthio- 
6,8-9-trimethyl purine
2-Of-Carbamoylethylthio- 
benzoth iazo le
2 , £-BiscarbamoyImethyIthio- 
7-methyl t h ia z o l o - [ 5 ,4 - d ] -  
pyrimidine
4-CarbamoyIme t h y l th io - 1 -  
m e th y l- lH -p y ra z o le - [3 ,4 -d ]- 
pyrimidine
2-o-Car b am oyleth y lth io -s-  
t r i a x o l o - [ 1 ,5 -a ]-p yr im id in e
3-0«-Carcamoy lethy 1 thio-s- 
triazolo-[4,3-a]-pyrimidine
1 , 3 , 7-TrimethyIxanthine ( c a f f e i n e )
3-Car bamoy ime thy 1 th io-js-  
t r i a z o l o - [ 4 , 3 -a]-pyrim id ine
92 biu
3 1 /2mM
92 98/8mM
91 130
90 125
88 650
7 /2mM
71 34/8mM
100/8mM
52 100/2mM
52 275/8mM:85/2mM
46 30
275/8mM 
14 55/2mM
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4 . 4  DISCUSSION
An a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  p h l e o m y c i n  i n d u c e d  c e l l  
d e a t h  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  d a r k  r e p a i r  p r o c e s s e s  
h a s  b e e n  r e p o r t e d  by  G r i g g  ( 1 0 ) .  F u r t h e r m o r e , 
some p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  t e s t e d  by  h i m (e.g. 
c a f f e i n e ,  c o u m a r i n ) w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  . he  
e x c i s i o n  r e p a i r  p r o c e s s e s  ( 1 9 ) .
I n  t h i s  s t u d y  a  s e r i e s  o f  new p h l e o m y c i n  a m p l i ­
f i e r s  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  
m e c h a n i s m  o f  UV—i r r a d i a t e d  E . o v l i .
Many s t u d i e s  ( 1 0 , 1 9 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  i n h i b i t i o n  
o f  e x c i s i o n  r e p a i r  by  c a f f e i n e  w h i c h  b i n d s  s p e c i ­
f i c a l l y  t o  s i n g l e - s t r a n d e d  DMA ( 5 4 ) .  Domon e &l_i 
( 5 6 ) c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  p r o p e r t y  i s  i m p o r t a n t  i n  
e x p l a i n i n g  i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r .  The 
p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s ,  c o u m a r i n ,  p y r o n i n  Y a n d  6 ,  
9 - d i m e  t h y 1 - 2 - m e t h y l t h i o p u r i n e  r e p o r t e d  by  G r i g g  
( 1 9 )  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  s h a r e  
w i t h  c a f f e i n e  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  s p e c i f i c a l l y  t o  
s i n g l e - s t r a n d e d  DNA ( 1 9 , 5 4 , 1 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e  o r d e r  
o f  r a n k i n g  o f  t h e  i n h i b i t o r s  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  
d i f f e r e d  t o  t h a t  o f  t h e i r  r e l a t i v e  e f f i c i e n c i e s  a s  
a m p l i f y i n g  s u b s t a n c e s .
The  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  a l s o  i n d i c a t e  no  o r d e r e d  
p a t t e r n  b e t w e e n  p h l e o m y c i n  a m p l i  t  i c a t  i o n  a c t i v i t y  
a n d  i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r .  T h i s  i s  i l l u s t ­
r a t e d  i n  T a b l e  XIV w h i c h  l i s t s  a  f e w  o f  t h e  a n a l o ­
g u e s  i n  d e c r e a s i n g  o r d e r  o f  t h e i r  a b i l i t y  t o  
i n h i b i t  e x c i s i o n  r e p a i r .
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CHAPTER FIVE
EFFECTS OF THE PHLEOMYCIM AMPLIFIERS AT THE MOLECULAR
LEVEL
5 . 1  INTRODUCTION
Many w o r k e r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  
p h l e o m y c i n  o c c u r s  t h r o u g h  a  d i r e c t  e f f e c t  on  DNA, 
t h o u g h  U p r e c i s e  m e c h a n i s m  h a s  n o t  t e e n  e s t a b l i s -  
h e d .  S t e r n  e t  a : .  ( 7 9 )  h a v e  s h own  o n  s u c r o s e
d e n s i t y  g r a d i e n t s  t h e  a b i l i t y  o f  p h l e o m y c i n  t o  a c t  
d i r e c t l y  u p o n  v i r a l  DNA r e s u l t i n g  i n  s i n g l e - s t r a n d  
b r e a k s .  D e g r a d a t i o n  o f  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
p h l e o m y c i n  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  b a c t e r i a  < 1 ~ • 
P h l e o m y c i n  may a c t  e i t h e r  d i r e c t l y  i n  b r e a k i n g  uwA 
o r ,  a s  s u g g e s t e d  by G r i g g  10 1 , i n d i r e c t l y  by 
a c t i v a t i n g  a n  e n d o g e n o u s  DNA e n d o n u c l e a s e .  N a t i v e  
DNA, t r e a t e d  : n  v i t r o  w i t h  p h l e o m y c i n  a n d / o r
^  c a f f e i n e  p r o d u c e d  s i t e s  s e n s i t i v e  t o  t h e  s i n g l e -
s t r a n d  s p e c i f i c  e n d o n u c l e a s e  p u r i f i e d  f r o m  N e u r o -  
s p o r a  c r a s s a 1 13)  • K a t o  a n d  F r a s e r  voG ) h a v e  
s h o w n  u l t r a - v i o l e t  i r r a d i a t e d  DNA t o  b e  s e n s i t i v e  
t o  t h i s  e n z y m e .  Th e y  t h u s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
e n z y m e  r e c o g n i s e d  t h e  DNA a s  s i n g l e  s t r a n d e d  
w h e r e  c l u s t e r s  o f  p y r i m i d i n e  r d d u c t s  o c c u r r e d  
P h l e o m y c i n - t h y m i n e  c o m p l e x e s  c o u l d  h a v e  s i m i l a r  
e f f e c t s  on  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  DNA.
To o b t a i n  a  s t a b l e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n y  m o l e ­
c u l e  a n d  DNA, t h e  f r e e  e n e r g y  o f  t h e  m o l e c u l e - D N A  
c o m p l e x  m u s t  b e  l o w e r  t h a n  f o r  t h e  s e p a r a t e d  
c o m p o n e n t s .  The  d e c r e a s e  i n  e n t r o p y  m u s t  b e  o v e r -  
c o m e .  The  a t t a i  ' f r e e  e n e r g i e s
o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  l i g a n d s  a n d  n u c l e i c  a c i d s  
r e q u i r e  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  a  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l  
i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s . T h e s e  i n c l u d e :
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( a )  h y d r o g e n  b o n d i n g  ,
( b )  c h a r g e - c h a r g e  ( e l e c t r o s t a t i c )  i n t e r a c t i o n s ,
( c )  h y d r o p h o b i c i t y ,
( d )  a r o m a t i c  r i n g  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s ,  a n d
( e )  v a n  d e r  W e a l s  f o r c e s
Of  t h e  f o r c e s ,  c h a r g e - c h a r g e  a n d  s t a c k i n g  p r o v i d e  
t h e  g r e a t e s t  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  i r e e  e n e r g y  
b i n d i n g  ( 8 1 ) .
V a r i o u s  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  t o  s t u d y  
f n e  i n t e r a c t i o n  o f  DNA w i t h  p h l e o m y c i n  a n d / o r  
p h l e o m c i n  a m p l i f i e r s  i n  a n  a t t e m p t  t o  e l u c i d a t e  
t h e i r  mode o f  a c t i o n :
( i )  o p t i c a l  d e n s i t y
( i i )  c i r c u l a r  d i c h r o i s m
( i l l )  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y
( i v )  v i s c o s i t y
5 . 1 . 1  OPTICAL DENSITY
The c o m p l e m e n t a r y  p o l y n u c l e o t i d e  s t r a n d s  o t  DNA
f o r m  t h e  d o u b l e  h e l i x  by  n o n - c o v a l e n t  b o n d s .  The 
n c n - c o v a l e n t  b o n d s  c o n s i s t  ( 81  m a i n l y  o i  
i )  h y d r o g e n  b o n d s  b e t w e e n  a d e n i n e  (A) a n d  t h y ­
m i n e  ( T)  o r  g u a n i n e  (G) a n d  c y t o s i n e  ( C ) ,
a n d
( i i )  s t a c k i n g  f o r c e s  b e t w e e n  t h e  p u r i n e  a nd  
p y r i m i d i n e  r i n g s .
The  f r e e  e n e r g y  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  i s  a b o u t  
- 3 k c a l  ( G . C . )  o r  - 2 k c a l  ( A . T . ) p e r  m o l e  o f  b a s e  
p a i r  w h i l e  t h e  s t a c k i n g  f r e e  e n e r g y  c o r r e s p o n d s  
t o  a b o u t  - V k c a l  p e r  m o l e  o f  b a s e  p a i r .  U n d e r  
p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s ,  t h e  d o u b l e  h e l i x  i s
s t a b l e .  H o w e v e r ,  d r a s t i c  c h a n g e s ,  s u c h  a s  l a r g e  
i n c r e a s e s  i n  t e m p e r a t u r e  o r  c h a n g e s  o f  pH d i s r u p t  
b o t h  i n t e r a c t i o n s  a n d  h e n c e  d e s t a b i l i z e  t h e  
d o u b l e  h e l i x  c a u s i n g  DNA d e n a t u r a t i o n . A c c o r d i n g  
t o  S z y b a l s k i  ( 8 2 )  d e n a t u r a t i o n  c o n s i s t s  p r i n c i ­
p a l l y  o f  t h r e e  o v e r l a p p i n g  s t e p s :
( i )  c o l l a p s e  o f  t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  d o u b l e ­
h e l i c a l  s t r u c t u r e ;
( i i )  c o l l a p s e  o f  b a s e  s t a c k i n g ;  a n d
( i i i )  d i s s o c i a t i o n  o r  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  
t h e  c o m p l e m e n t a r y  s t r a n d s .
I n  t h e  r e s u l t i n g  s i n g l e  s t r a n d s ,  h y d r o g e n - b o n d  
d o n o r  a n d  a c c e p t o r  s i t e s  a r e  i m m e d i a t e l y  o c c u p i e d  
b y  w a t e r  m o l e c u l e s .  The e n e r g y  d i l i e r e n c e  b e t w e e n  
t h e  d i f f e r e n t  s t a t e s  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  s t a b i l i t y  
o f  t h e  d o u b l e  s t r a n d e d  c o n f o r m a t i o n .  T h e r e f o r e ,  
s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  a r e  t h e  m a i n  s t a b i l i z i n g  
f o r c e  ( 8 3 ) .  The  d e n a t u r  t i o n  i s  a c c o m p a n i e d  by  
m a r k e d  c h a n g e s  i n  t h e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p ­
e r t i e s  o f  t h e  DMA, w h i c h  may b e  f o l l o w e d  by  m e a n s  
o f  v a r i o u s  t e c h n i q u e s  ( e . g .  c i r c u l a r  d i c h r o i s m ) .
The  m o s t  f r e q u e n t l y  u s e d  t e c h n i q u e  i n  DNA d e n a t u r a -  
t i o n  s t u d i e s  i s  a b s o r p t i o n  s p e c t r o p h o t o m e t r y :  t h ' 
o p t i c a l  d e n s i t y  a t  260nm i s  m e a s u r e d  a s  a  f u n c t i o n  
o f  t e m p e r a t u r e .  A c u r v e  a s  s hown i n  F i g . 21 i s  
o b t a i n e d .
The  i n c r e a s e  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  i n  t h e  r e g i o n  B-v 
i s  c o n n e c t e d  w i t h  t h e  d i s t u r b a n c e  o t  i n t e r a c t i o n  
o f  e l e c t r o n s  b e t w e e n  b a s e s ,  o w i n g  t o  t h e  c o l l a p s e  
o f  t h e  d o u b l e - h e l i c a l  s t r u c t u r e .  C o n f o r m a t i o n a l
c h a n g e s  o c c u r i n g  i n  t h e  r e g i o n  B-C a r e  q u i c k l y  
r e v e r s e d  i f  t h e  t e m p e r a t u r e  i s  d e c r e a s e d .  C h a n g e s  
i n  t h e  r e g i o n  C-D a r e  b a s i c a l l y  i r r e v e r s i b l e .  
H o w e v e r ,  i f  t h e  DMA s o l u t i o n  c o n t a i n s  a  r e l a t i v e l y  
h o m o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  m o l e c u l e s  ( b a c t e r i a l
DNA) t h e s e  c h a n g e s ,  u n d e r  s p e c i a l  c o n d i t i o n s ,  c a"  
b e  s l o w l y  r e v e r s e d  t o  a  g r e a t  e x t e n t  ( r e n a t u r a t i o n : .
I t  h a s  a l s o  b e e n  s hown  t h a t  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n
o f  DNA i s  r e l a t e d  t o  i t s  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n
t e m p e r a t u r e .  The  m i d p o i n t  o f  t h e  t r a n s i t i o n  r e s u l ­
t i n g  f r o m  t h e  i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  h a s  b e e n
iP
Tl
U
A
l 
DE
 
N
t-i
 T 
< 
, .■
'hO
-i-
n)
71
SLOW COOLING
QUICK
COOl.NG
Fig. 21 S chem atic  p resen ta tion  o f DNA the rm a l h e lix -co il  
trans it ion .
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t e r m e d  Tm ( t h e  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e ) . 
The Tm i s  1 i  n e a r l y  r e l a t e d  t o  t h e  a v e r a g e  b a s e  
o m p o s i t i o n  -  a  h i g h e r  g u a n i n e - c y t o s i n e  (G-C)  
ontent confers a h i g h e r  t h e r m a l  s t a b i l i t y .  The 
mole per cent g u a n i n e - c y t o s i n e  o f  p o l y m e r i s e d  DNA 
nay b e  d e t e r m i n e d  ( u n d e r  s p e c i f i e d  c o n d i t i o n s ,  
e . A .  i o n i c  s t r e n g t h ) f r o m  t h e  r e l a t i o n s h i p :
Tm = 6 9 . 3  + 0 . 4 1  ( G—C )
T s ' O  a n d  Lu ( 5 4 )  h a v e  s h o wn  t h a t  t h e  Tm
i s  l o w e r e d  b y  p u r i n e s ,  p y r i m i d i n e s , n u c l e o s i d e s ,  
t h e i r  a n a l o g u e s ,  a n d  o t h e r  d e r i v a t i v e s . The  o r d e r  
o f  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  i n d i c a t e d  t h a t  h y d r o p h o b i c  
a n d  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  w e r e  i m p o r t a n t . e q u i l i ­
b r i u m  d i a l y s i s  e x p e r i m e n t s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e s e  
c o m p o u n d s  i n t e r a c t  m o r e  s t r o n g l y  w i t h  „he  s i n g l e -  
s t r a n d e d  c o i l  f o r m  o f  n u c l e i c  a c i d s  t h a n  w i t h  t h e  
d o u b l e - s t r a n d e d  h e l i c a l  f o r m ,  t h u s  s h i f t i n g  t h e  
e q u i l i b r i u m  i n  f a v o u r  o f  t h e  c o i l  f o r m .  Th e y  t h u s  
a s s u m e d  t h a t  t h i s  d i f f e r e n c e  o f  a f f i n i t y  p r o v i d e s  
t h e  d r i v i n g  f o r c e  f o r  t h e  c o m p o u n d s  a s  d e n a t u r i n g  
a g e n t s .
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  p h l e o m y c i r  
a m p l i f i e r s  o n  t h e  Tm o f  E . c o . i  DNA h a s  b e e n  i n v e s t ­
i g a t e d  by  m e a s u r i n g  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  260  nm 
a s  a  f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e .  The  i n f l u e n c e  o f  
t h e s e  c o m p o u n d s  on  t h e  o p t i c a l  a c t i v i t y  o t  DNA 
h a s  a l s o  b e e n  m e a s u r e d  by  m o n i t o r i n g  c h a n g e s  i n  
c i r c u l a r  d i c h v u i s m .  C i r c u l a r  d i c h r o i s m  m e a s u r e ­
m e n t s  h a v e  t h e  s p e c i a l  f e a t u r e  t h a t  t h e  a d d e d  
h i g h l y  UV -  a b s o r b i n g  s u b s t a n c e s  w h i c h  a r e  
o p t i c a l l y  i n a c t i v e  do n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  
m e a s u r e m e n t s .  The e f f e c t  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on  
t h e  g r o s s  s t r u c t u r e  o f  DNA was  a l s o  i n v e s t i g a t e d  
by v i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .
CIRCULAR DICHROISM (CD)
a  INTRODUCTION
T h r e e  c l a s s e s  o f  b i o p o l y m e r s ,  n u c l e i c  a c i d s  
p r o t e i n s  a n d  p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  o p t i c a l l y  a c t i v e .  
The  i n t e r e s t  i n  t h e  o p t i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  
p o l y m e r s  i s  n o t  i n  t h e  r o t a t i o n s  a r i s i n g  f r o m  t h e  
a s y m m e t r i c  c o n f i g u r a t i o n , b u t  i n  c o r r e l a t i n g  t n e  
o p t i c a l  a c t i v i t i e s  w i t h  t h e  c o n f o r m a t i o n s  o f  t h e s e  
p o l y m e r s  ( i . e .  t h e  s e c o n d a r y ,  t e r t i a r y  a n d  q u a t ­
e r n a r y  s t r u c t u r e s ) . The  c o n s t i t u e n t  p e n t o s e s  o f  UNA 
a n d  RNA, d e o x y r i b o s e  a n d  r i b o s e , a r e  o p t i c a l t  
a c t i v e .  B u t  i t  i s  t h e  i n d u c e d  o p t i c a l  a c t i v i t y  o f  
t h e  b a s e  c h r o m o p h o r e s  a t t a c h e d  t o  t h e  p e n t o s e , = 
t h a t  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  o v e r t  1 
m o l e c u l a r  a r c h i t e c t u r e  o f  t h e  n u c i e i c  a c i d s .
b DEFINITION OF CIRCULAR DICHROISM
P o l a r i z e d  l i g h t  i s  e m p l o y e d  i n  t h e  m e a s u r e m e n t s  
o f  o p t i c a l  a c t i v i t y .  L i n e a r l y  p o l a r i z e d  l i g h t  may 
b e  r e g a r d e d  a s  t h e  r e s u l t a n t  o f  r i g h t  a n d  l e f t  
c i r c u l a r l y  p o l a r i z e d  l i g h t  o f  t h e  s ame  f r e q u e n c y .  
Tne  t wo  c o m p o n e n t s  a r e  o f  e q u a l  m a g n i t u d e  b u .. 
r o t a t e  i n  o p p o s i t e  d i r e c t i o n s .
When l i n e a r l y  p o l a r i z e d  l i g h t  i s  p a s s e d  t h r o u g h  
a n  o p t i c a l l y  a c t i v e  m e d i u m ,  t h e  i n t e n s i t y  o :  b o t h
a r e  a b s o r b e d  u n e q u a l l y , c i r c u l a r  a i c h r o i s m  r e s u l t s ,
i . e .  t h e  d i f f e r e n c e  i n  a b s o r b a n c e  b e t w e e n  t h e  two 
c i r c u l a r  p o l a r i z a t i o n s .
2 c MATHEMATICAL RELATIONS FOR CIRCULAR DICHROIbi;!
C i r c u l a r  d i c h r o i s m  (84 , 99 )  r e s u l t s  r rom a  d i f f e r  
e n t i a l  a b s o r p t i o n  o f  l e f t  a n d  r i g h t - c  i r c u l a r l y
74
b y  a  s a m p l e  t h a t  e x h i b i t s  m o l e c u -  
T h i s  c a n  b e  e x p r e s s e d  a s
a b s o r b a n c e  o f  l e f t - c i r c u l a r l y  
p o l a r i z e d  l i g h t
a b s o r b a n c e  o f  r i g h t —c i r c u l a r l y  
p o l a r i z e d  l i g h t
N o t e :  CD o c c u r s  o n l y  i n  a  r e g i o n  o t  t h e  s p e c t r u m  
w h e r e  t h e  s a m p l e  a b s o r b s  w h e r e a s  c i r c u l a r  b i r e f ­
r i n g e n c e  o c c u r s  i n  a l l  w a v e l e n g t h  r e g i o n s  o f  a n  
o p t i c a l l y  a c t i v e  s u b s t a n c e .
The  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  ( e q u a t i o n  1) i s  d e f i n e d  a s  
t n e  c o r r e s p o n d i n g  m o l a r  a b s o r p t i v i t y  ( e x t i n c t i o n  
c o - e f f i c i e n t )  d i f f e r e n c e , o r  by  a n a l o g y  w i t h  t h e  
d e f i n i t i o n  o f  a b s o r b a n c e  ( o p t i c a l  d e n s i t y ) :
w h e r e  C : m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  
« : p a t h  l e n g t h  i n  cm
X : w a v e l e n g t h  i n  nm
Commonly ,  h o w e v e r , t h e  e l l i p t i c i t y  t. d c g . e m  
d e c i m o i - 1  i s  t h e  q u a n t i t y  p l o t t e d , f o r  t h e
e l l i p t i c i t y  o f  p l a n e  p o l a r i z e d  l i g h t  a ^ t e r  p a s s a g e  
t h r o u g h  t h e  o p t i c a l l y  a c t i v e  med i um i s  a n o t h e r  
m e a s u r e  o f  c i r c u l a r  d i c h r o i s m .  The  e l l i p t i c i t y ,  
w r i t t e n  [ 8 ]  i s  r e l a t e d  t o  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  by
p o l a r i z e d  l i g h t  
l a r  a s s y m m e t r y .
A=AL~AR ' 
w h e r e  A, :
[ 9 ] x = 3 3 0 0 A £ X
2
a n d  e m e r g e s  i n  t h e  u n i t s  o f  d e g r e e s  cm / d e c i m o l e .
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5 . 1 . 2  d NUCLEIC ACIDS : DMA
Many w o r k e r s  ( 8 4 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  CD s p e c t r u m  
o f  DNA w i t h  o ne  p o s i t i v e  b a n d  a t  a b o u t  2 7 3 nrn a n d  
o n e  n e g a t i v e  b a n d  a t  a b o u t  243  nm.  The o p t i c a l  
a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  i s  t h e  sum o f  t h e  
c o n t r i b u t i o n s  f r o m  t h e  m o n o m e r i c  u n i t s  a n d  t h e  
p o l y m e r i c  c o n f o r m a t i o n . By c o m p a r i n g  t h e  c i r c u l a r  
d i c h r o i s m  o f  t h e  n a t i v e  p o l y m e r  t o  t h a t  o f  i t s  
m o n o m e r i c  u n i t s ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  f r o m  t h e  i n t e ­
r a c t i o n s  i n  t h e  n a t i v e  p o l y m e r  c o n f o r m a t i o n  may 
b e  c a l c u l a t e d .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  f o r  DNA a n d  RNA 
i n  F i g . 2 2 .  The  d r a m a t i c  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  
s o l i d  a n d  d a s h e d  c u r v e s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  
p r i n c i p a l  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  CD o f  t h e  n u c l e i c  
a c i d s  a r i s e s  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  s t r u c t u r e  o f  
t h e  p o l y m e r .
L o s s  o f  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  s t r u c t u r e  ( d u e  t o  
t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n ) d e c r e a s e s  t h e  a m p l i t u d e  c f  
b o t h  b a n d s .  On t h e  c o n t r a r y , e l e v a t i o n  o f  t e m p e r a ­
t u r e  i n  t h e  p r e m e l t i n g  z o n e  i n c r e a s e s  t h e  p o s i t i v e  
CD b a n d . The  p r e m e l t i n g  b e h a v i o u r  i s  q u a l i t a t i v e l y  
t h e  same f o r  a l l  DMAs e x a m i n e d  ( e . g . c a l f  t h y m u s ,  
p h a g e , b a c t e r i a l , s a l m o n  s p e r m )  ( 8 5 , 8 6 - 9 1 ) .  I n  
c o n t r a s t  t o  d o u b l e  s t r a n d e d  ( d s )  DNA, d e n a t u r e d  
DNA s h o w s  a  l i n e a r  d e c r e a s e  o f  t h e  p o s i t i v e  CD 
b a r d  ( 8 5 , 8 6 )  w i t h  i n c r e a s e  o f  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  
p r e m e l t i n g  z o n e .
The c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  DNA i s  t h u s  i m p o r t a n t  i n  
d e s c r i b i n g  t h e  C o t t o n  e f f e c t s .  The  c o n f i g u r a t i o n s  
o f  t h e  d i f f e r e n t  c o n s t i t u t e n t s  i s  d e s c r i b e d  b e l o w  
i n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  known c o n f o r m a t i o n s  o :  
d s  DNA.
deo xy n b on u c le o s i d es  q m a
z.
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F i a  22  The circular d ichroi sm of d o u b le - s t ra n d e d  DNA and RNA c o m p a r e d  \Mth 
their c o m p o n e n t  m o n o n u c l e o s i d e s .  M. l y s o d e i k t i c u s  DNA data from Allen 
et al B i o p o ly m a r s .  II, 8 5 3  (1972) .  R ice  dwarf virus RNA data from S a m ej im a  
et al J. Mol. Biol..  34, 39  (1968) .  N u c l e o s i d e  sp ec tra  ca lcu la ted  from the  
b a s e  c o m p o s i t i o n  (72% G + C for the  DNA. 44% G -  C  for the  RNA) and  the  
C D data of Cantor et al , B i o p o ly m e r s .  19. 1059. 1079 (1970) .  (from 
Bloomfie ld  et al (84)).
d . i  NUCLEOSIDES
DNA c o n t a i n s  2 ' d e o x y n u c l e o s i d e s , i . e .  t h e y  a r e
D - 2 ' d e o x y r i b o n r  i e o s i d e s .
base
H4 C3
x y n  r c n u c l e o s i d e
The b a s e  i s  a t t a c h e d  i n  t h e  /3- c o n f i g u r a t i o n ,  i . e .  
t h e  b a s e  i s  on  t h e  s a t e  s i d e  o f  t h e  s u g a r  r i n g  a s  
Che 5 '  c a r b o n  ( F i g . 23 ) .
d . i i  ORIENTATION OF THE R I BOSE
X - r a y  c r y s t a l  d a t a  show t h a t  f o u r  o f  t h e  s u g a r  
r i n g  a t o m s  f o r m  a  p l a n e  t o  w i t h i n  = 0 . _4A a n a  che 
f i f t h  a t o m  i s  s i g n i f i c a n t l y  d i s p l a c e d .  The f o u r  
n e a r l y  p l a n a r  a t o m s  a r e  C 1 ' , C 4 ' , 0 1 '  a n d  e i t h e r  
C2 ' o r  C3 ' . I f  t h e  o u t  o f  p l a n e  r i n g  a t om  i s  on 
t h e  same s i d e  o f  t h e  p l a n e  a s  t h e  5 '  c a r b o n ,  t h e  
c o n f o r m a t i o n  i s  d e s i g n a t e d  ' e n d o ' .  The  c o n f o r m a -  
t i o n  i s  ' e x o '  i f  t h e  o u t - o f - p l a n e  r i n g  a to m i s  on 
t h e  o p p o s i t e  s i d e  f r o m  t h e  5 '  c a r b o n .  T h i s  i s  
i l l u s t r a t e d  i n  F i g . 24 .
X - r a y  d a t a  f o r  c r y s t a l s  a n d  t h e  NMR d a t a  f o r  
s o l u t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  e i t h e r  C2 '  o r  C3 '  w i l l  be  
o u t  o f  p l a n e .  The  e n e r g y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
v a r i o u s  e n d o  a n d  exo  f o r m s  a n d  t h e  b a r r i e r s  t o  
i n n  i n  s o l u t i o n  a r e  n o t  known.
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base
C2' endo
base
C2' endo
C5'
C5
base
C2'
C4‘
C3'
base
\  C3‘
CV
C2'
C3' exo
C2' exo
Fig. 24 The conformation o' the sugar rings found in crystals of various 
nucleosides. Four atoms of the sugar ring are nearly in a plane: Cl , C 4 ' , 
0 1 ', and either C2 \  or C 3 \  The out-of-plane atom is designated endo  or 
exo as illustrated, (from Bloomfield et al (84)).
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5 . 1 . 2  d . i i i  ORIENTATION OF THE BASE RELATIVE TO THE SUGAR
I t  h a s  b e e n  shown b y  X - r a y  a n a l y s i s  t h a t  t h e  
c a r b o n y l  o x y g e n  ( 0 2 )  o f  c y t o s i n e  a n d  u r a c i l  i s  
away  f r o m  t h e  r i b o s e . T h i s  c o n f o r m a t i o n  i s  c a l l e d  
' a n t i ' .  P u r i n e  n u c l e o s i d e s  a r e  m a i n l y  ' a n t i '  w i t h  
t h e  s i x  m e m b e r e d  r i n g  o f  t h e  p u r i n e  away f r o m  
t h e  r i b o s e ,  b u t  some a r e  ' s y n ' .
C a l c u l a t i o n s  b y  H a s c h e n e y e r  a n d  R i c h  ( 1 1 1 )  o f  t h e  
p o s s i b l e  c o n f o r m a t i o n s  on t h e  b a s i s  o f  v a n  d e r  
vVaals c o n t a c t s  b e t w e e n  a t o m s  a r e  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  t h e  p u b l i s h e d  d a t a  f o r  c r y s t a l s .  A l l  t h e  
p y r i m i d i n e  n u c l e o s i d e s  a r e  a n t i , b u t  some p u r i n e  
n u c l e o s i d e s  a r e  s y n .  P y r i m i d i n e s  a r e  m o r e  h i n d e r e d  
i n  t h e  s y n  p o s i t i o n  b e c a u s e  t h e  0 ,  c a r b o n y l  o x y g e n  
c r o w d s  t h e  H 2 ' a n d  H 3 ' o f  t h e  s u g a r  w h e r e a s  t h e  
N3 o f  t h e  p u r i n e s  i s  f u r t h e r  a w a y .
M i l e s  e t  a l . ( 1 1 2 , 1 1 3 )  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e
s i g n  o f  t h e  CD b a n d  n e a r  2 60  nm i s  a  g o o d  m e a s u r e  
o f  t h e  c o n f o r m a t i o n  a r o u n d  t h e  g l y c o s i d i c  b o n d .  
F o r  p y r i m i d i n e  n u c l e o s i d e s  t h e r e  i s  a  p o s i t i v e  CD 
b a n d  f o r  t h e  a n t i  c o n f o r m a t i o n s  a n d  a  n e g a t i v e  CD 
b a n d  f o r  s y n .  F o r  p u r i n e s ,  t h e  s i g n  o f  t h e  CD i s  
r e v e " s e d .
5 . 1 . 2  d i v  DNA CONFORMATION IN SOLUTION
The g e o m e t r i e s  o f  t h r e e  c l a s s i c a l  DNA f o r m s  h a v e  
b e e n  f o u n d  e x p e r i m e n t a l l y  i n  X - r a y  f i b r e  s t u d i e s  
( 9 2 , 9 3 ) .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  s e q u e n c e  o f  
n u c l e o t i d e s  d i c t a t e s  t h e  p r o p e r t i e s  o f  DNA a n d ,  
i n  some c a s e s  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  DNA ( 9 4 ) .
1 A - F o r m  o f  DNA
A-DNA i s  f o r m e d  a t  l ow h u m i d i t i e s  w i t h  Na+ o r  K 
a s  c o u n t e r i o n .  A-DNA i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  f u r a n o s e
r i n g s  i n  t h e  C 3 1- e n d o  c o n f o r m a t i o n  w i t h  t h e  b a s e s
t i l t e d  s u b s t a n t i a l l y  ( a b o u t  2 0 ° )  f r o m  t h e  a x i s  o f
t h e  h e l i x . The h e l i x  o f  t h e  A-DNA h a s  a  l a r g e r  
d i a m e t e r  ( i . e . g r e a t e r  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  h e l i c a l  
a x i s  a n d  t h e  p a i r e d  b a s e s )  a n d  t h e  l a r g e  g r o o v e  i s  
d e e p e r  a n d  n a r r o w e r . T h e  s u g a r  r i n g s  i n  t h e  A - f o r m  
a .  e i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  m a i n  h e l i c a l  c h a i n  as  
c a n  be  s e e n  i n  F i g . 25 .
2 B- For m uriA
At  h i g h  h u m i d i t i e s  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  
s a l t ,  DNA a s s u m e s  ch e  B c o n f i g u r a t i o n  w h i c h  i s  
c h a r a c t e r i z e d  by  t h e  f u r a n o s e  r i n g s  i n  a  s t a n d a r d  
C 3 ' - e x o  c o n f o r m a t i o n .  The  b a s e s  a r e  n e a r l y  p e r p e n ­
d i c u l a r  t o  t h e  a x i s  a n d  t h e  s u g a r  r i n g s  a r e  s i t u a ­
t e d  r a d i a l  l y  f vc-n t h e  h e l i c a l  a x  i s  ( r i  g . c 4 ; .
3 C-Form 5WA
At  low h u m i d i t i e s  1 i t h i u m - D N A  a s s u m e s  t h e  C - i o r m  
w h i c h  x s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  B - f o r m ,  1 s e e  
T a b l e  X V ) .
4 O c h e r  f o r m s  o f  II-A
r tanv w o r k e r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  DNA s e c o n d a r y  
s t r u c t u r e  d o e s  d e p e n d  on  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  a n d  
t h a t  t h e  A , B a n d  C f o r m s  a r e  n o t  t h e  o n l y  o n e s  i n  
w h i c h  DNA c a n  e x i s t .
2 e iNTEHACT-lOh' OF SMALL MOLECULES WxTH DNA AS 
DETECTEu BY CD
P o l y l y s i n e  d i s t o r t s  t h e  DNA h e l i x  ( 9 5 ) ,  d e c r e a s i n g  
t h e  maximum a n d  i n c r e a s i n g  t h e  minimum a m p l i t u d e s  
o f  t h e  DNA CD s p e c t r a  ( 9 6 ) .  T h i s  h a s  b e e n  a t t r i ­
b u t e d  t o  d e h y d r a t i o n  a n d  c h a r g e  n e u t r a l i z a t i o n  o f  
DNA l e a d i n g  t o  a  DNA c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  f r o m  B 
t o  a c o m b i n a t i o n  o f  B a n d  C ( 9 6 )  t o r m s .
I n t e r c a l a t i o n  o f  a r o m a t i c  p l a n a r  m o l e c u l e s  a l t e r s  
t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  s i n g l e -  a n d  d o u b l e - s t r a n d e d  
DNA p o l y m e r s  ( 9 7 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
i n t e r c a l a t i o n  w o u l d  i n c r e a s e  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  
n u c l e o t i d e s  a nd  a l t e r  t h e  b a s e  s t a c k i n g .  T y r a m i n e
I( A )
( 6 )
Fig. 25 Double stranoed helical model of nucleic acid (A) A 
form of DNA.
Form of DNA; (B) B-
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TABLE XV HELIX PARAMETERS OF THE CLASSICAL UNA CONFIGURATIONS
I .
H e l i x  t y p e P i t c h ( A ) R e s i d u e s /
T u r n
R o t a t i o n / r e s i d u e  
( d e g r e e s )
T r a n s l a t  i o n /  
R e s i d u e  (A)
T i l t
( d e g )
T w i s t
( d e g )
A-DNA 2 8 .  15 11 3 2 . 7 2 . 5 6 20 - 8
B-DNA 3 3 . 7 10 2 0 . 0 3 . 3 7 - 2 5
C-DNA 3 3 . 2 9 . 3 3 8 . 6 3 . 3 2 - 6 5
i n t e r c a l a t i o n  i n  c a l f  t h y m u s  DNA d e c r e a s e s  t h e  
a m p l i t u d e  o f  t h e  m a x im a  a n d  m i n i m a  o f  t h e  CD 
s p e c t r a  of t h e  B - c o n f o r m a t i o n . T h i s  h a s  b e e n
. n t e r p r e  ed  a s  a  d e c r e a s e  i n  b a s e - s t a c k i n g  i n t e r ­
a c t i o n s  9 8 ) .
V.BCOi'IETRY
A n u m b e r  of h y d r o d y n a m i c  t e c h n i q u e s ; f o r  e x a m p l e , 
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  v i s c o s i t y  a n d  m o l e c u l a r - s i e v e  
c h r o m a t o g r a p h y ,  may oe  e m p l o y e d  f o r  o b t a i n i n g  
i n f o r m a t i o n  on  t h e  s i z e  a n d  s h a p e  o f  b i o p o l y m e r s  
99 . V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  may b e  e m p l o y e d  t o  
d e t e c t  s m a l l  c h a n g e s  i n  t h e  m a c r o m o l e c u l a r  s h a p e  
when s m a l l  m o l e c u l e s  b i n d  t o  n u c l e i c  a c i d s .  Many 
w o r k e r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n t e r c a l a t i n g  
d r u g s  i n c r e a s e  t h e  v i s c o s i t y  o f  DNA b y  p r o d u c i n g  
e i t h e r  a n  i n c r e a s e  i n  m o l e c u l a r  l e n g t h  o r  a n  
i n c r e a s e  i n  c h a i n  s t i f f n e s s , o r  b o t h .
V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  nave  a  s p e c i a l  f e a t u r e  a s
.
a s e s ,  t h e  c a p i l l a r y  v i s c o m e t e r  s u f f i c e s  f o r  
a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  v i s c o s i t y  o f  s o l u t i o n s . 
H o w e v e r ,  t h e  d i s a d v a r  t a g e  e n t a i l s  t h e  s h e a r i n g  
f : r c e s  g e n e r a t e d  by  t h e  f l o w  g r a d i e n t s  i n  a  t y p i -
a r e  q u i t e  l a r g e ,  
l u c e  lower shear stresses c a n  be o b t a i n e d  b y  u s i n g
.
T• i- err n . e  "irooslty I t| ] i s  e x p r e s s e d  a s
f o  ! l o w s  (101.) :
i n ( V , 6 ,  )
where V , . p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f
s o l u t e
V1 : p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  o f
w a t e r
5  : h y d r a t i o n  i n  g r a m s  solver•
per grams sol ' .
The a b s e n c e  o f  a n y  d e p e n d e n c e  on molecular wei.gr. ' 
i s  c l e a r ,  a n d  t h i s  i n d e p e n d e n c e  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  
e x p e r i m e n t a l l y . H o w e v e r , a l t h o u g h  t h e r e  i s  nc 
m o l e c u l a r  w e i g h t  d e p e n d e n c e , viscosity i s  . e r  
s e n s i t i v e  t o  s h a p e . Fo r o i l e d  molecules, 
f u n c t i o n  c f  t h e  d i m e n s i o n s  of t h e  c o i l  a n d  01 t r .  
e x t e n t  t o  w h i c h  s o l v e n t  c a n  d r a i n  f r e e l y  through 
t h e  c o i l  w i t h o u t  b e c o m i n g  e n t r a p p e d  by  h y d r o d y n a ­
mi c  i n t e r a c t i o n s .  H y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  c h a i n
.
p a r t i c u l a r , t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  o f  r a n d o m  
c o i l s  i s  r e l a t e d  t o  t h e  mean s q u a r e  a n d  e n d - t o - e n d  
d i s t a n c e , s :  t h a t  v i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  p r o v i d e  
a  c o n v e n i e n t  way t o  e v a l u a t e  c h a i n  d i m e n s i o n s  o f  
c o i l s .  F r i c t i o n a l  a n d  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  
a r e  a l s o  s e n s i t i v e  t o  c h a i n  d i m e n s i o n s .  :4os t  
i m p o r t a n t ,  t h e  d e p e n d e n c e  o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  
t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s . t y  ( o r  f r i c t i o n a l  o r  s e d i m e n ­
t a t i o n  c o e f f i c i e n t  ) c a n  b e  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  a  c h a i n  b e h a v e s  a s  a  r a n d o m  c o i l  o r  a s  
a n o t h e r  s h a p e  a n d  c h a r a c t e r . H o w e v e r . some o f  t h e  
h y d r o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  a r e  i n t e r r e l a t e d  t h r o u g h  
t h e  M a n d e l k e r n - F l o r y - S c h e r a g a  c o n s t a n t  i n  a way 
t h a t  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  f o r  c a l c u l a t i n g  
m o l e c u l a r  w e i g h t s  f r o m  a c o m b i n a t i o n  o f  v i s c o s i t y  
a n d  s e d i m e n t a t i o n  m e a s u r e m e n t s  ( 1 0 0 ) .  I n  t h e  c a s e  
o f  d o u b l e - s t r a n d e d  DNA, t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  
d e p e n d e n c e  o f  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  a n d  of 
s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  h a s  b e e n  s t u d i e d .  The 
r e s u l t s  show t h a t  up  t o  m o l e c u l a r  w e i g h t s  >f 
a p p r o x i m a t e l y  10^ d a l  t o n s , t h e  m o l e c u l e  e x h i b i t s  
q u a s i  r o d  b e h a v i o u r  a n d  t h a t ,  a b o v e  c h i s  m o l e c u l a r  
w e i g h t ,  i t  i s  m o r e  l i k e  a  c o i l .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t
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t h e  c h a i n  i s  a  s t i f f ,  w o r m l i k e  c o i l .  S u c h  c o i l s  
a r e  c o n v e n i e n t l y  t r e a t e d  i n  t e r m s  o f  a n  a r t i f i c i a l  
m o d e l  known a s  t h e  P o r o d - K r a t k y  c h a i n  ( 1 0 0 ) .  T h i s  
m o d e l  g i v e s  a  u s e f u l  d e s c r i p t i o n  o f  DNA c o n f o r m a ­
t i o n  a n d  d i m e n s i o n s .
5 . 1 . 4  ELECTRON MICROSCOPY
D i r e c t  v i s u a l i z a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  h a s  p r o v e d  
t o  b e  a n  i m p o r t a n t  t e c h n i q u e  t o  s t u d y  a  v a r i e t y  
o f  p r o b l e m s . Some o f  t h e  i n f o r m a t i o n  y i e l d e d  
i n c l u d e  t h e  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  s i n g l e - s t r a n d e d  
DNA ( 1 0 2 ) ,  t h e  a n a l y s i s  o f  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  
DNA ( 1 0 3 ) ,  t h e  r e p l i c a t i o n  a n d  r e c o m b i n a t i o n  
c o m p l e x e s  ( 1 0 4 )  a n d  t h e  p h y s i c a l  m a p p i n g  o f  g e n e s  
i n  n y b r i d  m o l e c u l e s  ( 1 0 5 ) .  m  t h i s  s t u d y  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  p h l e o m y c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  
a m p l i f i e r s  w i t h  DNA was  i n v e s t i g a t e d .
5 . 2  MATERIALS AN: METHOD:
5 . 2 . 1  ISOLATION Or DNA FROM E . c c : :
M e t h o d : The  m e t h o d  o f  Marmur  ( 5 9 ;  was  a d o p t e d .
E . t o l i  w a s  a  g i f t  f r o m  S . G o l d s t e i n  ( D e p a r ­
t m e n t  o f  S i o c h e m i t s t y , U n i v e r s i t y  o f  t h e  
W i t w a t e r s r a n d ) , a n d  a l l  c h e m i c a l s  u s e d  
w e r e  o f  s t a n d a r d  g r a d e .
R e a g e n t s : ( N o t e :  The p r o c e d u r e  a d o p t e d  f c r  lOOg
w e t  p a c k e d  c e l l s  i s  d e s c r i b e d ) .
U )  S a l i n e - E D T A : 0 . 1 5  K NaCl  + 0 . 1 M  
EDTA, pri = 8
( 2 )  25% S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e . ,
( 3 )  5M S o d i u m  p e r c h l o r a t e
( 4 )  CHC1- I s o a m y l  a l c o h o l  ( 3 : 1 )
( 5 )  EtOH : 96%
( 6 )  C o n c e n t r a t e d  s a l i n e  c i t r a t e : 1 . 5 M  
- N a C l  + 0 . 1 5  M t r i s o d i u m  c i t r a t e .
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( 7 )  S a l i n e  c i t r a t e  : 0 . 1 5M-NaC1 + 0 . 0 1 5 M  
N a ^ c i t r a t e :
D i l u t e  " c o n c e n t r a t e d  s a l i n e  c i t r a t e "  
o n e  t o  t e n  t i m e  a n d  a d j u s t  pH t o  
7 . 0  -  0 . 2
( 8 )  D i l u t e  s a l i n e  c i t r a t e  : 0 . 0 1 5 M 
-NaC 1 + C . 0 0 1 5  M N a ^ c i t r a t e :
D i l u t e  " c o n c e n t r a t e d  s a l i n e  c i t r a t e "  
100  t i m e s
( 9 )  R i ’o o n u c l e a s e  : 0 . 2 %  -  0 . 1 5M NaC 1, 
pH 5 . 0
( 1 0 )  A c e t a t e - E D T A  3M NaAc + 0 . 0 0 1 M  
EDTA pH 7 . 0
( 1 1 )  I s o p r o p a n o l
. 2 . 1  b ISOLATION PRCCEI' /PE
The v o l u m e s  a r e  o n l y  a p p r o x i m a t e  u n l e s s  o t h e r w i s e  
s t a t e d .  A l l  o p e r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  room 
t e m p e r a t u r e , e x c e p t  t h e  RNAse t r e a t m e n t ,  w h i c h  
was  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 ° C .
B a c t e r i a :  t r y A 2 / F ' t r y  A2 s t r a i n  o f  E . c o l i .
B a c t e r i a  g ro wn  t o  t h e  l o g a r i t h m i c  p h a s e  o f  t h e i r  
g r o w t h  c y c l e  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i c n  
( 8 0 0 0 r p m  f o r  4 0  m i n u t e s  i n  a  S o r v a l l  GSA r o t o r )  
a n d  w a s h e d  o n c e  w i t h  2 . 5  v o l u m e s  s a l i n e  EDTA. 
A f t e r  c o l l e c t i n g  by  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  c e l l s  
w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1 2 5 0  ml o f  
s a l i n e - E D T A . L y s i s  w a s  e f f e c t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  100  ml SDS, h e a t i n g  t h e  m i x t u r e  i n  a  60°C w a t e r  
b a t h  f o r  10 m i n , a n d  t h e n  c o o l i n g  t o  room t e m p e r a ­
t u r e .  ( L y s i s  o f  t h e  c u l t u r e  r e s u l t e d  i n  a  d r a m a t i c  
i n c r e a s e  i n  v i s c o s i t y  a c c o m p a n y i n g  t h e  r e l e a s e  o f  
t h e  n u c l e i c  a c i d  c o m p o n e n t s  a n d  some c l e a r i n g ) .
P e r c h l o r a t e  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  v f
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1M t o  t h e  v i s c o u s . l y s e d  s u s p e n s i o n  a n d  t h e  w h o l e  
m i x t u r e  s h a k e n  w i r h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  CHClg : 
i s o a m y l  a l c o h o l  i n  a  51 f l a s k  f o r  30  m i n u t e s .  The 
r e s u l t i n g  e m u l s :  n was  s e p a r a t e d  i n t o  3 l a y e r s  by 
a  5 m i n  c e n t r i f  a t i o n  a t  8 0 0 0  rpm i n  a  S o r v a l l  
GSA r o t o r .
The  u p p e r  a q u e o u s  p h a s  c o n t a i n i n g  t h e  n u c l e i c  
a c i d s  was  c a r e f  _ ly  p i p e t t e d  i n t o  a  21 f l a s k  by 
w a t e r  pump s u c t i o n  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  5 (  
b e a k e r .  The  n u c l e i c  a c i d s  w e r e  t h e n  p r e c i p i t a t e d  
b y  g e n t l y  l a y e r i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 v o l u m e s  o f  
e t h a n o l  on  t h e  a q u e o u s  p h a s e .  When t h e s e  l a y e r s  
w e r e  g e n t l y  m i x e d  w i t h  a  s t i r r i n g  r o d ,  t h e  n u c l e i c  
a c i d s  " s p o o l e d "  o n  t h e  r o d  a s  a  t h r e a d l i k e  p r e c i ­
p i t a t e .  The  p r e c i p i t a t e  was  d r a i n e d  f r e e  o f  e x c e s s  
a l c o h o l  b y  p r e s s i n g  t h e  s p o o l e d  r o d  a g a i n s t  t h e  
v e s s e l .  The  p r e c i p i t a t e  was  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  
7 5 0  ml o f  d i l u t e  s a l i n e  c i t r a t e  a n d  g e n t l y  r e m o v e d  
f r o m  t h e  s t i r r i n g  r o d  by  s w i r l i n g  i t  b a c k  a n d  
f o r t h .  The  DNA was  d i s s o l v e d  u s i n g  a  m a g n e t i c  
s t i r r e r  ( s l e w  s p e e d ) .  The  s o l u t i o n  was  a d j u s t e d  
t o  t h e  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  by  
a d d i n g  c o n c e n t r a t e d  s a l i n e  c i t r a t e ,  s h a k e n  a s  
b e f o r e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  CHCl : i s o a m y l
a l c o h o l  f o r  15 m i n ,  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a ­
t a n t  r e m o v e d . I t  was  t h e n  d e p r o t e i n i z e d  r e p e a t e d l y  
w i t h  c h l o r o f o r m - i s c  ny l  a l c o h o l ,  a s  d e s c r i b e d  
e a r l i e r  u n t i l  v e r y  l i t t l e  p r o t e i n  was  o b s e r v e d  a t  
t h e  i n t e r f a c e , and  t h r e e  r e p e a t e d  e x t r a c t i o n s  w e r e  
r e q u i r e d .
The  s u p e r n a t a n t  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  l a s t  o f  t h e  
s e r i e s  o f  d e p r o t e i n i z a t i o n s  was  p r e c i p i t a t e d  
w i t h  kitOH a n d  d i s p e r s e d  i n  s a l i n e  c i t r a t e  ( 0 . 5  
t o  0 . 7 5  t h e  v o l u m e  o f  s u p e r n a t a n t , i n  t h i s  c a s e  
ml ) ,  i n  t h e  m a n n e r  a l r e a d y  1 ( i . e .  -
3 5 0  ml ; .  R i b o n u c l e a s e  was  a d d e d  t o  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  50 | i g / m l  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d
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a t  3 7 ° C / 3 0  m i n . The  d i g e s t  w a s  a g a i n  s u b j e c t e d  t o  
a  s e r i e s  o f  d e p r o t e i n i z a t i o n s  u n t i l  t h e ^ e  w as  
l i t t l e  o r  no  d e n a t u r e d  p r o t e i n  v i s i b l e  a t  t h e  
i n t e r f a c e  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  ( t w i c e ) .  R i b o n u c -  
l e a s e  wa s  a g a i n  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
50  wg/ml  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C f o r  30  
m i n . The  d i g e s t  w as  a g a i n  s u b j e c t e d  t o  a  s e r i e s  o f  
d e p r o t e i n i z a t i o n  s t e p s . ( R i b o n u c l e a s e  t r e a t m e n t
n e e d  n o t  b e  r e p e a t e d  b u t  w as  d o n e  s o  a s  t o  e n s u r e  
g r e a t e r  p u r i t y ) .
The  s u p e r n a t a n t ,  a f t e r  t h e  l a s t  t r e a t m e n t , w as  
a g a i n  p r e c i p i t a t e d  w i t h  EtOH a n d  t h e  d r a i n e d  
n u c l e i c  a c i d  d i s s o l v e d  i n  5 0 0  ml d i l u t e  s a l i n e  
c i t r a t e .  Once  d i s s o l v e d ,  50 ml a c e t a t e - E D T A  w as  
a d d e d  a n d  w h i l e  t h e  s o l u t i o n  w a s  r a p i d l y  s t i r r e d ,  
0 . 5 4  v o l u m e s  i s o p r o p y )  a l c o h o l  w a s  a d d e d  d r o p w i s e  
i n t o  t h e  v o r t e x  ( a  b u r e t t e  w a s  u s e d  f o r  t h e  
i s o p r o p y l  a l c o h o l  a d d i t i o n ) .  The  DNA t h r e a d s  wound  
a r o u n d  t h e  g l a s s  p r o p e l l e r  a f t e r  a b o u t  0 . 5  v o l u m e s  
o f  i s o p r o p y l  a l c o h o l  a d d i t i o n .  I t  was  n e c e s s a r y  t o  
u s e  t h r e e  r o d s  i n  s u c c e s s i o n  t o  e n s u r e  c o l l e c t i o n  
o f  a l l  t h e  DNA.
The f i n a l  p r e c i p i t a t e  was  w a s h e d  f r e e  o f  a c e t a t e  
a n d  s a l t  by  g e n t l y  s t i r r i n g  t h e  a d h e r e d  p r e c i p i t a t e  
i n  e t h a n o l - w a c e r  m i x t u r e s  o f  p r o g r e s s i v e l y  i n c r e a -  
i n g  e t h a n o l  c o n c e n t r a t i o n s  1 70% -  9 5%) .  The DNA 
was  t h e n  d i s s o l v e d  i n  195 ml o f  s a l i n e - c i t r a t e  
b u f f e r  a t  pH 7 . 0 .
2 . 2  DETERMINATION OF THE T (THERMAL 1 ENATURATION_________________ m___________________________
TEMPERATURE) OF E . c o l i  UNA
2 . 2  a  MATERIALS AND E0U:EMENT 
(i ) Spectrophotometer
A G i l f o r d  m o d e l  2 0 0 0  U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r
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was  u s e d  w i t h  3 ml q u a r t z  c u v e t t e s  o f  1 cm p a t h  
l e n g t h .  T e m p e r a t u r e  c o n t r o l  w a s  e f f e c t e d  u s i n g  t h e  
t h e r m o s t a t t e d  c u v e t t e  c h a m b e r  a s s e m b l y  a s  shown  
i n  F i g  2 6 .  The a s s e m b l y  i s  f i t t e u  w i t h  d u a l  t h e r m o -  
s p a c e r  p l a t e s  ( a , a 1) a s  w e l l  a s  w i t h  i n s u l a t i n g  
s p a c e r s  ( b , b ' ) e a c h  o f  w h i c h  i s  l o c a t e d  n e x t  t o  
t h e  t h e r m o s p a c e r s  d i s t a l  t o  t h e  c u v e t t e  c h a m b e r .  
The  o u t e r  s e t  o f  s p a c e r s  ( c , c ' )  i s  c o o l e d  w i t h  a  
v e r y  s l o w  f l o w  o f  c o l d  w a t e r  ( t a p  w a t e r )  i n  o r d e r  
t o  p r o t e c t  t h e  i n s t r u m e n t .  T e m p e r a t u r e  i n  t h e  
c h a m b e r  was  i n c r e a s e d  by  c i r c u l a t i n g  h o t  e t h y l e n e  
g l y c o l  t h r o u g h  t h e  i n n e r  p a i r  o f  t h e r m a l  s p a c e r  
p . a t e s  b y  t h e  a c t i o n  o f  g r a v i t y  ( s y p h o n i n g )  . The 
f l o w  r a t e  was  a d j u s t e d  i n t e r m i t t e n t l y  t o  r e g u l a t e  
t e m p e r a t u r e . T e m p e r a t u r e  m e a s u r e m e n t s  i n  t h e  
c u v e t t e  c h a m b e r  w e r e  a c c o m p l i s h e d  by  s e a l i n g  a  
t h e r m o - c o u p l e  i n t o  a  c u v e t t e .  T h i s  t h e r m o - c o u p l e  
w i r e  w a s  c o n n e c t e d  d i r e c t l y  t o  a  r e c o r d e r .
( i i ) DNA s a m p l e  a n d  s o l v e n t
The DNA p u r i f i e d  f r o m  £ t e l l  w as  d i s s o l v e d  i n  t h e  
b u f f e r  t o  be  e m p l o y e d  f o r  T d e t e r m i n a t i o n .  The 
b u f f e r  u s e d  w as  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  (SSC)  o f  
t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n :  0 . 1 5  M N a d ,  0 . 0 1 5  M
Na_ c i t r a t e ,  pH 7 . 0 .  DNA w as  d i l u t e d  w i t h  s o l v e n t
t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 u g / m l . The
0/
v a l u e  o f  E % r ,  or  n a t i v e  DNA w as  t a k e n  t o  b e  2 0 0 .
2 6 0  nm was  t h e r e f o r e  a b o u t  0 . 4 .
T h i s  i s  a  c o n v e n i e n t  r e g i o n  o f  t h e  a b s o r b a n c e  
s c a l e ;  i t  i s  a n  a c c u r a t e  p o r t i o n  o f  t h e  s c a l e  a n d  
r e p r e s e n t s  a  c o n c e n t r a t i o n  b e l o w  t h a t  a c  w h i c h  
a g g r e g a t i o n  e f f e c t s  a r e  n o t e d .
c u v e t t e  c h a m b e r
photomult ipl ier
m o n o c h r o m a te r
\ h o t
solvent
inlet
^  cold water  
outlet
tap water 
inlet hot  solvent  out let
Fig. 26 An illustration of the thermostatted cuvette chamber  
assembly.
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5.2.2 b MELTING TEMPERATURE DETERMINATION
The  DNA was  d i s s o l v e d  i n  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  
( 5 9 )  i n  a  3 ml q u a r t z  c u v e t t e  w i t h  a  1 cm l i g h t  
p a t h  t o  g i v e  a n  a b s o r b a n c e  o f  a p p r o x i m a t e l y  
0 . 4 - 0 . 7  a t  2 6 0  n m. The  b l a n k  was  s t a n d a r d  s a l i n e  
c i t r a t e  a l o n e .  The  s a m p l e s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  
G i l f o r d  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c h a m b e r  a n d  t h e  t e m p e r a ­
t u r e  r a i s e d  by  a p p r o x i m a t e l y  1 °C p e r  m i n u t e .  The 
a b s o r b a n c e  a t  e a c h  t e m p e r a t u r e  w as  d i v i d e d  by  t h e  
v a l u e  a t  25°C a n d  t h e  r a t i o  i r e l a t i v e  a b s o r b a n c e , 
p l o t t e d  a g a i n s t  t e m p e r a t u r e . The  t e m p e r a t u r e  
c o r r e s p o n d i n g  t o  h a l f  t h e  s h a r p  i n c r e a s e  i n  a b s o r ­
b a n c e  when t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  DNA d e n a t u r e s  i s  
d e s i g n a t e d  t h e  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  t e m p e r a t u r e .  
A b s o r p t i o n  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  d u r i n g  h e a t i  g 
( d e n a t u r a t i o n )  a n d  c o o l i n g  r e n a t u r a t i o n ) .
5 . 2 . 2  c MELTING TEMPERATURE DETERMINATION IN THE PRESENCE
OF PURINE a.NI PYRIMIDINE ANALOGUE3
The DNA was  d i s s o l v e d  i n  s t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e  
c o n t a i n i n g  a n  a n a l o g u e .  Two b l a n k s  w e r e  r e q u i r e d :
( i )  s a l i n e  c i t r a t e  c o n t a i n i n g  a n a l o g u e  a t  t h e  
same c o n c e n t r a t i o n  a s  t h e  s t a n d a r d , a n d
( i i ) s a l i n e  c i t r a t e  c o n t a i n i n g  DNA.
• • : : v : i v  of  E . c c i i  DNA
CIRCULAR L II’HRO. EL-! MEASUREMENTS
5 . 2 . 3  a MATERIALS ANI METHODS 
( 1 )  M a t e r i a l s
DNA p u r i f i e d  f r o m  E o r i i  b y  t h e  m e t h o d  o f  Marmur  
a n a  D o t y  was  d i s s o l v e d  i n  10 mM -  T r i s  HCi, pH =
7 . 3  b u f f e r  ( 1 0 6 ) .  T h i s  b u f f e r  was  a l s o  u s e d  a s  t h e  
b l a n k  a n d  f o r  d i s s o l v i n g  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  
a n d  t h e  i n t e r c a l a t i n g  a g e n t s  i s e e  r e s u l t s ) .
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( i i  ) C i r c u l a r  d i c h r o i s n ,
C . D.  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  2 5 0C w i t h  a  J a s c o  
J - 2 0  a u t o m a t i c  r e c o r d i n g  s p e c t r o - p o l a r i m e t e r  i n  a  
1 cm l i g h t  p a t h  c e l l .  C o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  DNA 
s a m p l e s  w e r e  k e p t  a t  0 . 0 2 9 4  mg/ml  ( a p p r o x i m a t e l y  
0 . 6  a b s o r b a n c e  u n i t s ) .  The  s l i t  s e t t i n g  was  on 
a u t o m a t i c  m o d e , t h e  t i m e  c o n s t a n t  s e t  a t  4 s e c o n d s  
a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  was  s e t  on  0 . 0 0 2 .  The  b a s e  
l i n e  was  r e c o r d e d  u n d e r  t h e  same  c o n d i t i o n s  u s i n g  
t h e  b u f f e r .
The s p e c t r a  w e r e  c o m p u t e d  u s i n g  a  H e w l e t t  P a c k a r d
p
c o m p u t e r  i n  t e r m s  o f  e l l i p t i c i t y  ( d e g  x cm x 
d m o i - 1 ) o n  t h e  b a s i s  o f  DNA r e s i d u e  c o n c e n t r a t i o n , 
a f t e r  c o r r e c t i o n  f o r  b a s e  l i n e  d e v i a t i o n . A l l  
s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  f r o m  22 5  nm t o  3 1 0  nm.
. .
5 . 2 . 4  a  MATERIALS A.-I ME 1H1 DC
V i s c o s i t i e s  w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  a n  O s t w a l d  v i s c o ­
m e t e r  s u p p l i e d  by  P o u l t o n , S e l f e  a n d  Lee  L t d . 
E n g l a n d . T h e  v i s c o m e t e r  was  a  C a n n o n  M a n n i n g  S e m i -  
m i c r o  s i z e  a n d  was  c . 1 i b r a t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  
t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  o f  t e s t  f o r  k i n e m a t i c  v i s c o s i t y  
a s  s p e c i f i e d  i n  ASTM D 4 4 5 - I P  7 1 .
A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  37 °C a nd  
e x a c t l y  o n e  m i l l i l i t r e  o f  s a m p l e  was  u s e d  f o r  a l l  
e x p e r i m e n t s .  At  l e a s t  f i v e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  
made t o  e n s u r e  t h a t  t h e  r e s u l t s  a g r e e d  t o  w i t h i n  
1%. V i s c o s i t y  o f  t h e  DNA w as  m e a s u r e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  1 mM p u r i n e  a n a l o g u e .
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5 . 2 . 5  ELECTRON MICROSCOPY
5 . 2 . 5  a  MATERIALS AND METHODC
The p r o t e i n - f r e e  m e t h o d  o f  C o e t z e e  a n d
P r e t o r i u s  ( 1 0 7 )  i n v o l v i n g  b e n z y 1d i m e  t h y l a l k y -
1 ammonium c h l o r i d e  (BAG) h a s  b e e n  e m p l o y e d  i n  
i n v e s t i g a t i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  v a r i o u s  p u r i n e  
a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  w i t h  DN x.
( i ) C h e m i c a l g
The  c a r b o n  r o d s , m i c a  s h e e t s  a n d  g o l d - p a l l a d i u m  
w i r e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  A l l a n  A g a r  Company ,  
E n g l a n d .  The  c a r b o n  r o d s  w e r e  s p e c t r o g r a p h i c a l l y  
p u r e  a n d  t h e  g o l d - p a l l a d i u m  w i r e  ( 6 0 : 4 0 )  was  0 . 2  
mm i n  d i a m e t e r .  A l l  c h e m i c a l s  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  
g r a d e  p u r c h a s e d  f r o m  M e r c k .  U r a n y l  a c e t a t e  was  
o b t a i n e d  f r o m  H o p k i n  a n d  W i l l i a m s  ( S e a r l e  C o . ) .  
The  DNA was  p u r i f i e d  f r i m  E . c o l u  by  t h e  m e t h o d  o f  
Mar mur  a n d  D o t y  ( 5 9 ) .
( i i ) S o l u t i o n s
D o u b l e  g l a s s - d i s t i l l e d  w a t e r  wa s  u s e d  t h r o u g h o u t . 
The f o l l o w i n g  s t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d :
A. 25 0  mM s o d i u m  a c e t a t e ; 50 mM t r i e t h a n o -  
l a m i n e ,  pH 6 ,  30% a q u e o u s  f o r m a m i d e .
B. 0 . 2 %  (W/V) BAC i n  f o r m a m i d e .
C.  50 mM u r a n y l a c e t a t e  -  50 mM HCi .
The  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C .
( i i i  ) F i l m  p r e p a r a t i o n
C a r b o n  f i l m s  w e r e  p r e p a r e d  by  e v a p o r a t i . g  c a r b o n  
o n t o  f r e s h l y  c l e a v e d  m i c a  s h e e t s  a t  <  10 - '1 T o r r .  
The  f i l m s  w e r e  t h e n  f l o a t e d  o f f  o n t o  r e d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  d e p o s i t e d  o n t o  3 0 0 - m e s h  c o p p e r  g r i d s .
G r i d s  w e r e  s t o r e d  on  f i l t e r  p a p e r  i n  p e t r i  d i s h e s .
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( i v )  N u c l e i c  a c i d  p r e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  
To s o l u t i o n  A ( 5 0  p.1) c o n t a i n i n g  DNA ( 0 . 2  a g / m l ) 
was  a d d e d  50  46  o f  s o l u t i o n  A ( o r  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  i n t e r a c t i o n  o f  p h l e o m y c i n  a n d / o r  p u r i n e  
a n a l o g u e s  on  DNA, 5 0  4 1 o f  s o l u t i o n  A c o n t a i n i n g  
p h l e o m y c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r  was  a d d e d ) ,  
a n d  1 5 0  4 1 BAG ( s o l u t i o n  B f r e s h l y  d i l u t e d  20 
t i m e s  i n  f o r m a m i d e ) .
D r o p l e t s  o f  5C 4 1 w e r e  i m m e d i a t e l y  f o r m e d  on  a  
p a r a f i l m  s h e e t .  The  d r o p l e t s  w e r e  t h e n  c o v e r e d  
w i t h  p e t r i  d i s h e s  t o  a v o i d  c o n t a m i n a t i o n .
A f t e r  10 m i n u t e s ,  t h e  d r o p l e t s  w e r e  b r i e f l y  t o u c h e d  
w i t h  i n d i v i d u a l  g r i d s .  E a c h  d r o p l e t  was  u s e d  o n l y  
o n c e .  The s p e c i m e n  g r i d s  w e r e  e x p o s e d  t o  d o u b l e -  
d i s t i l l e d  w a t e r  by  t o u c h i n g  t h e  c o l l e c t e d  d r o p l e t  
t o  t h e  s o l u t i o n  s u r f a c e  f o r  30 s e c o n d s . The g r i d  
w e r e  t h e n  t o t a l l y  s u b m e r g e d  f o r  30  s e c o n d s  i n  a  
1 : 1 5 0 0  d i l u t i o n  o f  s o l u t i o n  C i n  95% e t h a n o l , a n d  
b r i e f l y  r i n s e d  i n  90% e t h a n o l .  The  g r i d s  w e r e  t h e n  
a i r - d r i e d  on  f i l t e r  p a p e r , c a r b o n  f a c e  u p .
S p e c i m e n s  w e r e  r o t a r y  s h a d o w e d  a t  an  a n g l e  o f  
6 - 1 0 *  a n d  10 cm f r o m  t h e  s o u r c e .
E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s
E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  w e r e  t a k e n  on  a  J EM-100S 
m i c r o s c o p e  a t  SO keV a n d  m a g n i f i c a t i o n  8 0 0 0  u n l e s s  
s t a t e d  o t h e r w i s e .
5 . 3  RESULTS
5 . 3 . 1  PURIFICATION OF E c o l l  DNA
The y i e l d  o f  DNA was  f o u n d  t o  be  1 . 5  mg / g  E c o l i  
a n d  w as  o f  h i g h  p u r i t y  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  O.D.  
r a t i o s .  The UV s p e c t r u m  o f  t h e  p u r i f i e d  DNA i s
i l l u s t r a t e d  i n  F i g . 2 7 .  The o p t i c a l  d e n s i t y  r a d i o s  
o f  t h e  DNA p u r i f i e d  a c  2 6 0 : 2 3 0 : 2 8 0  nm w as  f o u n d  
t o  b e  1 . 0 : 0 . 4 6 : 0 . 5 0 8 .  T h i s  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y
t o  r e p o r t e d  v a l u e s  ( 5 7 )  f o r  p u r e  DMA.
IHnRMAL DENATI'RAT 10 N A 4D RE-ASSOCIATION OF DMA
The Tm o f  E . c o l i  DNA was  f o u n d  t o  b e  9 0 -  0 . 2 °  a n d  
t h i s  v a l u e  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  r e p o r t e d  
v a l u e s  5 7 ) .  A t y p i c a l  c u r v e  i l l u s t r a t i n g  d e n a t u -  
r a t i o n  a n d  r e - a s s o c i a t i o n  i s  s hown  i n  F i g . 2 8 .
T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  a n d  r e - a s s o c i a t i o n  o f  DNA i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  h a d  no 
i n f l u e n c e  on t h e  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  o f  DNA. 
H o we v e r  t h e  c o m p o u n d s  c o u l d  o n l y  ho t e s t e d  a t  a  
maximum c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  mM. C o n c e n t r a t i o n s  
a b o v e  0 . 3  mM c o u l d  n o t  be  u s e d  b e c a u s e  o f  t h e i r  
h i g h  e x t i n c t i o n  a t  2 6 0  nm. The  T^ o f  DNA i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e r s  i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  
X V I . C a f f e i n e ,  a  w e ak  a m p l i f i e r  o f  p h l e o m y c i n  
. owe r e d  t h e  Tm o f  DNA by  2° a t  0 . 3  mM ( F i g . 2 9 . )
The Tm o f  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e r s  
i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  XVI
PH: OPTICAL ACTIVITY OF DNA
typi al C> s p e c t r u m  of DNA r e c o r d e d  i s  s hown  i n  
Tig. 30 with o ne  p o s i t i v e  b a n d  a t  a b o u t  273 nm 
.nd o n -  n e g a t i v e  b a n d  a t  a b o u t  243 nm. S i m i l a r  CD 
s p e c t r a  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  by  many w o r k e r s  ( 8 4 ) .  
f u r t h e r m o r e  e l e v a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  p r e  
melting z o n e  i n c r e a s e d  t h e  p o s i t i v e  CD b a n d  a s  
: own in F i g . : ... T h i s  f i n d i n g  i s  a l s o  i n  a g r e e m e n t  
w th reported s p e c  era (84). Any p h l e o m y c i n  a m p l i ­
fier incubated with DNA i n d u c e d  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s
d i c h i  p e c t r a  o f  n a t i v e  DNA.
9 6
DNA t r e a t e d  w i t h  1 mM a m p l i f i e r  r e s u l t s  i n  
c o m p l e t e  l o s s  o f  t h e  p o s i t i v e  b a n d  a n d  m a r k e d  
c h a n g e s  i n  t h e  n e g a t i v e  b a n d . H i g h  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p h l e o m y c i n  ( S O g g / m l ) r e s u l t s  i n  c o m p l e t e  l o s s  
o f  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  b a n d s . F i g u r e  32 
i l l u s t r a t e s  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  o f  
p h l e o m y c i n  a n d  DNA. A t y p i c a l  s p e c t r u m  o b t a i n e d  
f o r  DNA t r e a t e d  w i t h  1 rr.M a m p l i f i e r  i s  s hown  i n  
F i g . 3 3 .  The CD s p e c t r a  o b t a i n e d  f o r  c a f f e i n e , a n d  
DNA t r e a t e d  w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
c a f f e i n e ,  a r e  a l s o  s h o w n  ( F i g u r e s  3 4 , 3 5 , 3 6  a n d  
3 7 ) . None o f  t h e  a m p l i f i e r s  t e s t e d  p r o v e d  t o  
p o s s e s s  s i g n i f i c a n t  o p t i c a l  a c t i v i t y .  F i g u r e s  3 8 ,  
3 9 ,  40  a n d  41 i l l u s t r a t e  t h e  CD s p e c t r a  o f  DNA
t r e a t e d  w i t h  some o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s .  
F u r t h e r m o r e ,  s u p e r i m p o s i n g  t h e  CD s p e c t r a  o f  DNA, 
a m p l i f i e r  a n d  p h l e o m y c i n  d o e s  n o t  c o n t r i b u t e  t o  
a  f i n a l  s p e c t r u m  i n  a n  a d d i t i v e  f a s h i o n .  New 
s p e c t r a l  p e a k s  r e s u l t  w h i c h  i s  a  s t r o n g  i n d i c a ­
t i o n  o f  i n t e r a c t i o n .
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Fig. 27  UV spectrum of DNA purif ied from E coli
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TABLE XVI INFLUENCE OF THE PHLECMYCIN A M PL IF IE RS  ON THE Tm OF
E coli DNA 
ANALOGUE
2-o-Carbamoylmethylthio-6,9- 
dimethylpurine
2-Carbamoylmethylthio-8-hydroxymethy1-6,9- 
dimethylpurine
2-Carbamoylmethylthio-6,8,9- 
trimethylpurine
2-o<- larbamoylethy Ithiobenzothiaz .
2-o-Carbamoylethy Lthio-s_-tr iazolo- 
[1,5-i]-pyrimidine
3-o-CarbanoylethyItb1 0 -^-triazolo- 
[4,3-aj-pyrimidine
2-ot-Carbamcyie thy 1 i ' lobenzoxaz le
2,5-Biscarbamoylmethyithio-7-methylthiazolo- 
[5,4-d]-pyrimidine
3-Carbamoylmethylthio-_s.-triazolo-; 4,3-a]- 
pyrimidine
3—CarbamoyImethylthio—5,7-dimethy1-s-triazolo- 
[4,3-c]-pyrimidine
2-CarbamoyImethy1thi - ,7-direthyI-s-triazolc- 
[1,5-c]-pyrimidine
4-CarbamoyImethy1thio-i-methy1-iH-pyrazolo- 
[3,4-d]-pyrimidine
1,3,7-Trimethylxanthine (caffeine
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Fig. 30 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of E.coi i  DNA
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Fig. 31 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of
E.coli  DNA h e a t e d  to  40° C.
o
E
TD
cm"
Eo
CD
CD
"C
2k
O
Q.
5
310225
Fig. 32 Ci r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  of
E.col i  DNA (— ) a n d  p h l e o m y c i n  (.......).
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Fig .33 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of E.coli  DNA 
t r e a t e d  wi th 1 mM 2 - « -  c a r b a m o y l e t h y l t h i o - s - t r i a z o l o -  
[1 ,5 -a ] -py r im id ine .
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Fig. 34 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of c a f f e i n e
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Fig. 35 Ci r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of DNA
t r e a t e d  wi th 0 . i 2 5 m M  caf fe ine .
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Fia 36 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of DNA
treated w i t h  0.25mM caffeine
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Fig. 37 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r u m  of DNA
t r e a t e d  wi th I m M  caf fe ine .
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35 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  of DNA (-------) , DMA
t r e a t e d  wi th 2 0 p g / m l  p h l e o m y c i n  (-------), a n d  DNA
t r e a t e d  wi th b o th  2 0 p g / m l  p h l e o m y c i n  a n d  O.ImM 
2-«  - c a r b a m o y  I m e t h y l t h i o - 6 , 9 - d i m e t h y l  p u r i n e  (••••).
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39 C i r cu la r  d i c h ro is m  spec t ra  of  D N A  (------) , DNA
t reated wi th  20ug /m l  p h le o m y c in  ( ■), and
D N A  t reated w i th  bo th  20pg /m l  p h le o m y c in  and 
O . Im M 2 - c a r b a m o y I m e t h y l t h i o - 8 - h y d r o x y m e t h y l -  
6,9-dime" hy lp u r in e  (...... ) .
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Fig .  4 0  C i rcu la r  d i c h r o i s m  spec t ra  o f  D N A  (••••••) , D N A
t reated w i th  20 pg /m l  p h le o m y c in  (------) , D N A
t reated w i th  0.1 mM 2-a  - c a r b a m o y le t h y l t h i o - s -
t r i azo lo - [1 ,5 -Q ] -p y r i m id in e  (--------- ), and D N A
t reated w i th  both 20( jg /m l  p h le o m y c in  and 
0 .1mM 2 - « - c a r b a m o y le t h y l t h i o - s - t r i a z o lo -  
[1 ,5 -a ] -py r im id ine  (------- ).
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Fig. 41 C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  of DNA t r e a t e d  wi th
2 0 u g / m l  p h l e o m y c i n  (---------- ), DNA t r e a t e d  wi th
0.1 mM 3 - c a r b a m o y l m e t h y l t h i o - s - t r i a z o l o -  [4,3- a ]-
p y r i m i d in e  (---------- ), a n d  DNA t r e a t e d  wi th  b o t h
20( jg /ml  p h l e o m y c i n  a n d  0 .1mM 3 - C a r b a m o y l -  
m e t h l th i o - s - t r i a z o l o - [ 4 , 3 -  a ] - p y r i m i d i n e  (•.......
5 . 3 . 4  v i s c o s i t y  o f  d n a
The  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  X V I I .
The  i n v e s t i g a t i o n  on  t h e  v i s c o s i t y  o f  £ . c o l i  DNA 
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  
r e p o r t e d  h e r e  s h o w s  t h a t  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  DNA 
i s  u n c h a n g e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p u r i n e  a n a l o ­
g u e s .  T s ' O  e t  a l . ( 1 0 8 )  a l s o  s h o w e d  no  c h a n g e  i n
t h e  v i s c o s i t y  o f  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 0 0  mM 
p u r i n e .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  w as  h i g h  e n o u g h  f o r  a  
c h a n g e  i n  Tm o f  9°  a s  r e p o r t e d  b y  t h e m .  Many 
w o r k e r s  ( 1 0 1 , 1 0 9 )  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  v i s c o ­
s i t y  o f  DNA i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c y c l i c  c a t i o n i c  d y e s  s u c h  a s  
a c r i d i n e  o r a n g e .  B a s e d  on  t h i s  a n d  o t h e r  o b s e r v a ­
t i o n s ,  t h e y  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  
i n t e r c a l a t e d  b e t w e e n  a d j a c e n t  n u c l e o t i d e  p a i r  
l a y e r s  by  e x t e n s i o n  a n d  u n w i n d i n g  o f  t h e  d e o x y -  
r i  b o s  .•- p h o s p h a t e  b a c k b o n e .  The r e s u l t s  r e p o r t e d  
h e r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  do 
n o t  a l t e r  t h e  m a c r o m o l e c u l a r  s h a p e  o f  t h e  DMA a t  
t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .
5 . 3 . 5  ELECTPON M I C P r c 1 :FV OF DNA
5 . 3 . 5  a  OBSERVATION OF PURI F IED NUCLEIC ACID
DNA m o l e c u l e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  r e l a x e d  c o n f o r m a ­
t i o n s  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d .  
T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e s  4 2 - 4 4 .  The DNA was  
w e l l  s p r e a d  w i t h  an  a b s e n c e  o f  t a n g l e s  a n d  a l l o w e d  
r e a d y  t r a c i n g  o f  s t r a n d  c o n t o u r  a n d  c o n t i n u i t y .  
R o t a r y  s h a d o w i n g  t h e  g r i d s  w i t h  g o l d - p a l l a d i u m  
r e a d i l y  a m p l i f i e d  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  s t r a n d s  s o  
t h a t  t h e y  c o u l d  be  s e e n  i n  a n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .
When t h e  a t o m i c  beam i s  d i r e c t e d  a t  a  low a n g l e  
t o  t h e  p l a n e  o f  t n e  g r i d ,  t h e  n u c l e i c  a c i d  s t r a n d  
p r o j e c t s  up f r o m  t h e  p l a n e  a n d  c a s t s  a  w i d e  s h a d o w
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5.3.4 VISCOSITY OF DNA
The r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  X V I I .
The  i n v e s t i g a t i o n  on  t h e  v i s c o s i t y  o f  E . c o l i  DNA 
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  
r e p o r t e d  h e r e  s h o w s  t h a t  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  DNA 
i s  u n c h a n g e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p u r i n e  a n a l o ­
g u e s .  T s ' O  e t  a 1.  >108)  a l s o  s h o w e d  no  c h a n g e  i n
t h e  v i s c o s i t y  o f  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 0 0  mM
h i g i .  e n o u g h  f o r  a 
c h a n g e  i n  Tm o f  9°  a s  r e p o r t e d  by  t h e m .  Many 
w o r k e r s  ( 1 0 1 , * 0 9 ;  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  v i s c o ­
s i t y  o f  DNA i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  c y c l i c  c a t i o n  Lc d y e s  s u c h  a s  
a c r i d i n e  o r a n g e . B a s e d  on t h i s  a n d  o t h e r  o b s e r v a ­
t i o n s  , t h e y  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  
i n t e r c a l a t e d  b e t w e e n  a d j a c e n t  n u c l e o t i d e  p a i r  
l a y e r s  by  e x t e n s i o n  a n d  u n w i n d i n g  o f  t h e  d e o x y -  
r i b o s e - p h o s p h a t e  b a c k b o n e . The r e s u l t s  r e p o r t e d  
h e r e  s u g g e s t  t h a t  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  do 
n o t  a l t e r  t h e  m a c v o n o  1 e c u  1 a r  s h a p e  o f  t h e  DNA a t  
t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .
5.3. E LECTRON MIC? jSCOPV OF DNA
5 . 3 . c e OBSERVATION OF PURIFIED NUCLEIC ACID
DNA molecules were observed in relaxed conforma­
tions under the experimental conditions described. 
This is illustrated in figures 42-44. The DNA was 
well spread with an absence of tangles and allowed 
ready tracing of strand contour and continuity. 
Rotary shadowing the grids witn gold-palladium 
readily amplified the diameter of the strands so 
that they could be seen in an electron microscope.
When t h e  a t o m i c  beam i s  d i r e c t e d  a t  a  low a n g l e  
t o  t h e  p l a n e  o f  t h e  g r i d , t h e  n u c l e i c  a c i d  s t r a n d  
p r o j e c t s  up  f r o m  t h e  p l a n e  a n d  c a s t s  a  w i d e  s h a d o w
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‘ —    ARI°U5 flWAL°g»^_gN_THE VISCOSITY OF
ANALOGUE 
Untreated DNA
VISCOSITY (cSt) 
0.938
2 -o-Car b amoy 1 me thy 1 th i  0- 6 , 9-
dimethylpurine J- 930
2-Carbam=ylm=thylthi0.S-hydroxyme th y l-6 , 9.  0 „ „
dimethyl purine -j.93o
2.-C arbamoy Ime thylthio-6,8,9-
trimethylpurine 0.941
2-  -Carbamoylethyithiubenzothiazole Q g3Q
2-o-Carbamoylethylt:.io-^-triazolo-
[l,5-a]-pyrimidine '-.934
3-cx-Carbamoylethylthio-s-triazolo-
[4,3-a]-pyrimidine 3.938
2-<x.Carbamoylethylthiobenzoxazole
5-Biscarbamoylmethylt;<io-7-methylthiazolo- 0 93,
[5 ,4-d]-pyrimidine J ' 934
3-Carbajnoylniethylthio-g-triazol0- [ 4 ,3 - a l -
pyrimidine v•94 -
2 - C a r b _ y : . a ^ ^ . 7 . a ^ y , , - Z r » a z . , .
4-Carbamoylmethylthio-l-methyl-lH-pyrazolo-
1 , 3 , 7-Trimethylxanthine ( c a f f e in e )  . cg ^
0 .930
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F i g . 4 2 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  DNA p u r i f i e d  f r o m  
E . c o l i  ( m a g n i f i c a t i o n :  8 0 0 0  X)
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F i g . 4 3 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  DNA p u r i f i e d  f r o m  
E . c o l i  ( m a g n i f i c a t i o n :  15 0 0 0  x )
\ ^
: ' i a . 4 4 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  DNA p u r i f i e d  f r o m  
G - c o l i  ( m a g n i f i c a t i o n :  20  0 0 0  x)
F i g . 45 E le c t r o n  m icrograp h  o f  E . c o l i  DMA t r e a t e d  
w i t h  2 0 u g / m l  p h l e o m y c i n  ( m a g n i f i c a t i o n ;
15 0 0 0  x)
F i g . 4 6 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  E . c o l i  DNA t r e a t e d
w i t h  1 mM 2 - c a r b a m o y l m e  t h y 1 t h i o - 8 - h y d r o x y m e t h y 1  
- 6 , 9 - d i m e t h y I p u r i n e  ( m a g n i f i c a t i o n :  15 0 0 0  x)
lily
F i g . 4 7 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  E . c o l i  DNA t r e a t e d  
w i t h  2 0 4 g / m ,  p h l e o m y c i n  a n d  500  
2 - c a r b a m o y I m e t h y t h i o - 8 - h y d r o x y m e t h y 1 - 6 , 9 -  
d i m e t h y l p u r i n e  ( m a g n i f i c a t i o n :  15 0 0 0  x)
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w h i c h  may t h e n  be  o b s e r v e d  by  c o n t r a s t .  Once  t h e  
s a m p l e  h a d  b e e n  s h a d o w e d  t o  g i v e  s u i t a b l e  c o n t r a s t ,
DNA w as  e a s i l y  v i e w e d  a t  a  m a g n i f i c a t i o n  o f  5 0 0 0  
t o  10 0 0 0  f o l d .
. 3 . 5  b EFFECT OF PHLEOMYCIM AND/JP FH^OMYCId AMPLIFIER 
ON DwA
D e n a t u r a t i o n  o f  DNA r e s u l t i n g  i n  d i s t i n c t  s t r a n d  
s e p a r a t i o n  o r  l o c a l i s e d  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  
a l o n g  t h e  DNA was  n o t  o b s e r v e d  i n  DNA s a m p l e s  
t r e a t e d  w i t h  p h l e o m y c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i ­
f i e r s .  C o n c e n t r a t i o n s  a s  h i g h  a s  2 0  ug p h l e o m y c i n  
a n d  50 0  gM p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r  w e r e  u s e d  ( f i g u r e s  
4 5 - 4 7  ) .
S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  DNA s a m p l e s  
t r e a t e d  w i t h  i n t e r c a l a t i n g  a g e n t s  s u c h  a s  e t h i d i u m -  
b r o m i d e  a n d  q u i n i c r i n e .
. 3 . 5  c DISCUSSION
P u r i f i e d  n u c l e i c  a c i d s  c a n  b e  s p r e a d  s a t i s f a c t o ­
r i l y  i f  t h e y  a r e  p r e v e n t e d  f r o m  l a t e r a l  a g g r e g a ­
t i o n  ( 1 0 6 ) .  T h i s  h a s  b e e n  a c c o m p l i s h e d  by
( i )  s p r e a d i n g  t h e m  i n  a  m o n o f i l m  o f  s m a l l
m o l e c u l e s  s u c h  a s  b e n z y l d i m e t h y l a l k y l a -
mmonium c h l o r i d e  ( BAC) .
( i i )  a d s o r b i n g  t h e m t o  i m m o b i l e ,  p o s i t i v e l y  
c h a r g e d  r e s i d u e s  on  t h e  s p e c i m e n  f i l m  
s u r f a c e  o r
( i i i ) s t i f f e n i n g  t hem t h r o u g h  i n t e r c a l a t i o n  
by  some s m a l l  m o l e c u l e .
The v i s u a l i z a t i o n  o f  p u r e  n u c l e i c  a c i d s  i n d i c a t e  
l i t t l e  a b o u t  t h e i r  s t r u c t u r e .  H o w e v e r ,  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  o b s e r v e  t h e  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  
a l o n g  i t s  l e n g t h  a s  s t u d i e d  i n  e x p e r i m e n t s  c o n c e r n i n g
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DNA r e p l i c a t i o n  ( 1 0 4 )  a n d  h e a t  d e n a t u r a t i o n  ( 1 0 7 ) .  
R e c e n t  a d v a n c e s  h a v e  made i t  p o s s i b l e  t o  v i s u a l i z e  
m o l e c u l e s  o f  RNA p o l y m e r a s e  t h a t  h a v e  b e e n  b o u n d  
t o  DNA. DNA c o m p l e x e s  w i t h  t h e  s m a l l e r  r e p r e s s o r  
m o l e c u l e s  a r e  n o t  e a s y  t o  p h o t o g r a p h .  To v i s u a l i z e  
t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  i n  v i t r o  c o m p l e x i n g  o f  p r o t e i n  
m o l e c u l e s  a nd  n u c l e i c  a c i d s  may be  i m p o r t a n t  i n  
i? r a t i n g  many r e a c t i o n  m e c h a n i s m s .
The i n t e r a c t i o n  o f  p h l e o m y c i n  a n d / o r  p h l e c m y c i n  
a m p l i f i e r s  w i t h  DNA was  n o t  o b s e r v e d .  V i s u a l i s a ­
t i o n  o f  DNA t r e a t e d  w i t h  e t h i d i u m - b r o m i d e  d i d  n o t  
i n d i c a t e  a n y  c h a n g e s  i n  DNA s t r u c t u r e  a s  r e p o r t e d  
by  R o l l e r  e t  a l . ( 1 1 0 ) .  The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  c o m p o u n d s  t e s t e d  may i n t e r a c t  l i k e  i n t e r c a l a ­
t i n g  a g e n t s .  S t r a n d  s e p a r a t i o n  r e s u l t i n g  i n  
d e n a t u r a t i o n  o f  DNA was  n o t  o b s e r v e d .  I f  a ny  
d i s t o r t i o n  o f  DNA d i d  r e s u l t ,  i t  c o u l d  p e r h a p s  
h a v e  b e e n  o n l y  a  few n u c l e o t i d e s  l o n g  a t  v a r i o u s  
l o c i  a l o n g  t h e  DNA. T h i s  may n o t  h a v e  b e e n  p o s s i ­
b l e  t o  v i s u a l i z e  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d .
S t e r n  e t  a l . (7 9 ) h a v e  s hown  t h a t  p h l e o m y c i n
c a n  a c t  d i r e c t l y  u p o n  DNA p r o d u c i n g  s i n g l e  s t r a n d  
b r e a k s .  H e n c e ,  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  e x a m i n a t i o n  o f  
DNA was  c a r r i e d  o u t  on DNA t r e a t e d  u n d e r  t h e  same 
c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d ,  n a m e l y .  DNA i n c u b a t e d  w i t h  
p h l e o m y c i n  a t  37°C i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i t h i o t h -  
r e i t o l .  V i s u a l i s a t i o n  o f  DNA t r e a t e d  i n  t h i s  
m a n n e r  a l s o  i n d i c a t e d  no  c h a n g e s  i n  t h e  g r o s s  
s t r u c t u r e  o f  DNA. I n  o t h e r  e x p e r i m e n t s ,  t h e  
m e t h o d  o f  G n g g  e t  a l  . ( 1 0 )  was  a d o p t e d  i n
t r e a t i n g  DNA. I n  t h i s  c a s e  t o o ,  i n c u b a t i o n  o f  DNA 
w i t h  p h l e o m y c i n  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  d i t h i o  
t h r e i t o l  r e s u l t e d  i n  no  c h a r g e s  i n  t h e  c o n t o u r  o f  
DNA. He nce  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e s e  c omp o un d s  
w i t h  DNA was  b e s t  i l l u s t r a t e d  u s i n g  c i r c u l a r  
d i c h r o i s m  m e a s u r e m e n t s .
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DISCUSSION
A n u m b e r  o f  t e c h n i q u e s  h a d  b e e n  e m p l o y e d  t o  s t u d y  
t h e  i n t e r a c t i o n  o f  DNA w i t h  t h e  p h l e o m y c i n  a n d / o r  
p h l e o m y c i n .  a m p l i f i e r s .  E v i d e n c e  f o r  t h e  i n t e r a c ­
t i o n  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  w i t h  DNA was  
o n l y  y i e l d e d  by  c i r c u l a r  d i c h r o i s m .  T h e r m a l  
d e n a t u r a t i o n  a n d  r e - a s s o c i a t i o n  o f  DNA i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  h a d  n o  i n f l u e n c e  on  
t h e  h e l i x - c o i 1 t r a n s i t i o n  o f  DNA. H o w e v e r ,  t h e s e  
c o m p o u n d s  c o u l d  o n l y  b e  t e s t e d  a t  a  maximum c o n ­
c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  mM. C o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  0 . 3  mM 
c o u l d  n o t  be  u s e d  b e c a u s e  o f  t h e i r  h i g h  e x t i n c ­
t i o n  a t  260  nm. I f  t h e  c o m p o u n d s  t e s t e d  a r e  
p r e s u m e d  t o  c h a n g e  t h e  Tm o f  DNA, t h e n  t h e s e  
c h a n g e s  may p r o b a b l y  h a v e  b e e n  t o o  s m a l l  t o  b e  
o b s e r v e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  a s  h i g h  a s  9 0 ° .  A l s o ,  
t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  may h a v e  b e e n  t o o  l ow 
t o  e l i c i t  a n y  o b s e r v a b l e  c h a n g e s . T h a t  t h e s e  
c o m p o u n d s  i n t e r a c t  w i t h  DNA i s  q u i t e  c l e a r  a s  c a n  
be  c o n c l u d e d  f r c m  t h e i r  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  t h e  
e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  o f  U V - i r r a d i a t e d  E . c o l i  
a n d  a l s o  t h e i r  a b i l i t y  t o  i n d u c e  s i g n i f i c a n t  
c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  p a t t e r n  o f  
n a t i v e  DNA. The c i r c u l a r  d i c h r o i s m  c h a n g e s  o b s e r ­
v e d  a r e  q u i t e  l a r g e ,  b u t  t h e s e  c h a n g e s  c o u l d  n o t  
be i n t e r p r e t e d  b e c a u s e  o f  t h e i r  c o m p l e x i t y .  
H o w e v e r , s u p e r i m p o s i n g  t h e  CD s p e c t r a  o f  DNA, 
a n a l o g u e  a n d  p h l e o m y c i n  d i d  n o t  c o n t r i b u t e  t o  a  
f i n a l  s p e c t r a  i n  a n  a d d i t i v e  f a s h i o n . New s p e c t r a l  
p e a k s  r e s u l t e d  w h i c h  i s  a  s t r o n g  i n d i c a t i o n  o f  
i n t e r a c t i o n . The o n l y  p o s s i b l e  c o n c l u s i o n  t h a t  
c o u l d  be  made was  t h a t  a m p l i f i e r  c o n c e n t r a t i o n s  
a s  l ow a s  0 . 1  mvl i n d u c e d  c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  
d i c h r o i s m  o f  n a t i v e  DNA. F u r t h e r m o r e , c o n c e n t r a ­
t i o n s  a s  low a s  0 . 1  mM i n f l u e n c e d  t h e  c i r c u l a r  
d i c h r o i s m  o f  DNA t r e a t e d  w i t h  l ow c o n c e n t r a t i o n s
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o f  p h l e o m y c i n . H i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e i t h e r  
p h l e o m y c i n  o r  a m p l i f i e r  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  l o s s  
o f  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  b a n d s .
V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  r e v e a l e d  no  c h a n g e s  i n  t h e  
v i s c o s i t y  o f  DNA when t r e a t e d  w i t h  t h e  c o m p o u n d s  
a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 mM. H y d r o d y n a m i c  p r o p e r ­
t i e s  o f  p o l y m e r s  a r e  s e n s i t i v e  t o  c h a i n  c o n f o r m a ­
t i o n .  H e n c e ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  o v e r a l l  
c o n f o r m a t i o n  a n d  m a c r o m o l e c u l a r  s h a p e  o f  t h e  DNA 
was  n o t  c h a n g e d  by  t h e s e  c o m p o u n d s .  The a m p l i f i e r s  
w e r e  n o t  n e s t e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  
1 mM b e c a u s e  o f  t h e i r  p o o r  a q u e o u s  s o l u b i l i t y .
D i r e c t  v i s u a l i s a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  h a s  p r o v e d  
t o  b e  a n  i m p o r t a n t  t e c h n i q u e  t o  s t u d y  a  v a r i e t y  
o f  p r o b l e m s .  Some o f  t h e  r e s u l t s  y i e l d e d  i n c l u d e  
t h e  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA 
( 1 0 2 ) ,  t h e  a n a l y s i s  o f  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  DNA 
( 1 0 ?  , t h e  r e p l i c a t i o n  a nd  r e c o m b i n a t i o n  c o m p l e x e s  
( 1 0 4 ) ,  a nd  t h e  p h y s i c a l  m a p p i n g  o f  g e n e s  i n  h y b r i d  
m o l e c u l e s  ( 1 0 5 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  
o f  p h l e o m y c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  w i t h  
DNA was  i n v e s t i g a t e d .  N a t i v e  DNA m o l e c u l e s  w e r e  
o b s e r v e d  i n  r e l a x e d  c o n f o r m a t i o n s  u n d e r  t h e  e x p e r -  
m e n t a l  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d .  D e n a t u r a t i o n  o f  DNA 
r e s u l t i n g  i n  d i s t i n c t  s t r a n d  s e p a r a t i o n  o r  l o c a l ­
i z e d  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  a l o n g  t h e  DNA was  
n o t  o b s e r v e d  i n  DNA s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h  p h l e o m y ­
c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s .  C o n c e n t r a t i o n s  
a s  h i g h  a s  20 ug p h l e o m y c i n  a n d  1 mM n h l e o m y c i n  
a m p l i f i e r  w e r e  u s e d .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  
f o r  DNA s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h  i n t e r c a l a t i n g  a g e n t s  
s u c h  a s  e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  q u i n i c r i n e .  H e n c e ,  
no c h a n g e  i n  t h e  o v e r a l l  c o n f o r m a t i o n  a nd  c o n t o u r  
o f  DNA was  o b s e r v e d .  D e n a t u r a t i o n  o f  DNA by  i n t e r ­
c a l a t i n g  a g e n t s  was  a l s o  n o t  o b s e r v e d  by  many 
w o r k e r s  ( 1 1 0 ) .
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I t  c a n  t h u s  be c o n c l u d e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  d e s c r i b e d  
a b o v e  t h a t  e v i d e n c e  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  
p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  w i t h  DNA was  y i e l d e d  o n l y  
b y  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  m e a s u r e m e n t s .  No c h a n g e s  a t  
t h e  m a c r o m o l e c u l a r  l e v e l  w e r e  . ' b s e r v e d  a n d  p e r h a p s  
t h e s e  c o mp o u n d s  i n d u c e  new t r a n s i t i o n s  i n  t h e  DNA 
m o l e c u l e  a s  n o t e d  by  c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  
d i c h r o i s m  m e a s u r e m e n t s .
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CHAPTER SIX
CHEMICAL SYNTHESIS OF NEW ANALOGUES
6 . 1  INTRODUCTION
A n u m b e r  o f  new p u r i n e  a n a l o g u e s  h a v e  b e e n  c h a r a c ­
t e r i s e d  a s  i n h i t  t o r s  o f  h y p o x a n t h i n e  g u a n i n e  
p h o s p h o r i b o s y 1 t r a n s f e r a s e  ( E C . 2 . 4 . 2 . 8 )  ( c h a p t e r s  
2 a n d  3 ,  t h i s  t h e s i s )  . A s e r i e s  o f  o t h e r  a n a l o g u e s ,  
E a s e d  on  t h e  h e t e r o c y c l i c  n u c l e u s  o x a z o l e , w e r e  
s y n t h e s i s e d  s i n c e  2 - c x - c a r b a m o y l e t h y  1 t h i o b e n z o x a z o l e  
was  f o u n d  t o  b e  o n e  o f  t h e  i n h i b i t o r s .  I m i d a z o l e  
d e r i v a t i v e s  b a s e d  on  t h e  o x a z o l e s  w e r e  a l s o  s y n t h ­
e s i z e d .  A l t h o u g h  no  s p e c i f i c  i n t e i u t i o n  o f  t h e  
p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  w i t h  HPRT c o u l d  b e  d e m o n s t ­
r a t e d ,  f u r t h e r  a n a l o g u e s  o f  one  o f  t h e  i n h i b i t o r s  
w e r e  s y t h e s i s e d  t o  e s t a b l i s h  a  s t r u c t u r e - f u n c t i o n  
r e l a t i o n s h i p .  I n h i b i t o r s  o f  HPRT a r e  o f  b i o l o g i c a l  
s i g n i f i c a n c e  a n d  i n h i b i t o r s  a r e  n e e d e d  ( 1 0 9 )  t o
( i )  e v a l u a t e  t h e  r o l e  o f  t h i s  e nz ym e  i n  m a i n t ­
a i n i n g  s t e a d y  s t a t e  p o o l s  o f  p u r i n e s  i n  
v a r i o u s  t i s s u e s  a n d  t u m o u r s  . ,
( i i ) p o t e n t i a l l y  t r e a t  s c h i s t o s o m i a s i s  a n d  m a l a r i a , 
d i s e a s e s  i n  w h i c h  t h e  p a r a s i t e s  l a c k  t h e
oe  n o v o  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s . ,
( i i i )  p o t e n t i a t e  t h e  a c t i o n  o f  o t h e r  a g e n t s  w h i c h  
i n h i b i t  oe n o v o  b i o s y n t h e s i s ,  e f f e c t s  o f  
w h i c h  may be  " b y p a s s e d "  d u e  t o  HPRT; a n d
( i v ) p o s s i b l y  mi mi c  i n  a n i m a l s  t h e  g e n e t i c  d i s e a s e  
w h i c h  o c c u r s  i n  man a s  a  r e s u l t  o f  HPRT 
d e l e t i o n  , i . e .  t h e  L e s c h - N y h a n  s y n d r o m e .
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6 . 2  MATERIALS AND METHODS
All regents used were of standard grade.
6.2.1 Preparation of 2-c*-Carbamoyethylthiobenzoxazoie
6.2.1 a Reaction
[A] (i) Propionic acid ---- >  o* -Bromopropionic
acid.
( ii ) cx-Bromopropionic acid --- >  cx-Bromo-
propionylchloride
(iii) cx-Bromopropion/1 chloride >  <x-Bromo-
propionamide
[B] ortho-aminophenol --- >  2-Mercaptobenzoxazole
[C] (XABromopropionawide + 2-Mercaptobenzoxazole
 >  2-cx-Carbamoyl ethyl thiobenzoxazole
6.2.1 b Method
(1) (^-Bromopropionic acid
64 g of freshly distilled, dry propionic acid and 
150 g of dry bromine were placed in a 500 ml flask 
equipped with a reflux condenser the top of which 
was connected with a trap and an absorption vessel 
containing water.
The condenser was momentarily removed and 1.5 ml 
phosphorus trichloride cautiously added.
Once the reaction had commenced and hydrogen 
bromide was being smoothly evolved, the mixtur 
was heated to 50-70°C.
Towards the end of the reaction, the temperature 
was raised to 100°C. The reaction was complete 
when all the bromine had reacted (approximately 
4 hours).
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The r e a c t i o n  m i x t u r e  was  t h e n  d i s t i l l e d  u n d e r  
v a c u u m  t o  y i e l d  105 g < X - b r o m o p r o p i o n i c  a c i d  a t  
9 5 - 9 7 * 0 / 1 0  mm Hg.
( i  i ) c * - B r o m o p r o p i o n y 1 c h l o r i d e ( 1 1 6 )
3 7 . 5  g o f  r e d i s t i l l e d  t h i o n y l c h l o r i a e  was  p l a c e d  
i n  a  100 ml C l a i s e n  f l a s k  f i t t e d  w i t h  a  d r o p p i n g  
f u n n e l  c o n t a i n i n g  22 g o f  o < - b r o m o p r o p i o n i c  a c i d .
The f l a s k  was  h e a t e d  g e n t l y , a n d  t h e  c * - b r o m c p r o -  
p i o n i c  a c i d  a d d e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  3 0 - 4 0  
m i n u t e s . The h y d r o g e n  c h l o r i d e  e v o l v e d  was  a b s o r b e d  
i n  a  w a t e r  t r a p . A f t e r  a l l  t h e  a c i d  h a d  b e e n  
i n t r o d u c e d ,  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was  h e a t e d  f o r  a  
f u r t h e r  30 m i n .  D i s t i l l a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  y i e l d e d  
25 g cx - b r o m o p r o p i o n y  1 c h l o r i d e  a t  98*0  a n d  
10 mm Hg.
( i  i i  ) ex. - Bromop r o p i o n a m i d - ^
3 g © c - b r o m o p r o p i o n y l  c h l o r i d e  i n  15 ml b e n z e n e  
was  c o o l e d  w h i l e  s t i r r i n g  t o  4 * 0 .
D r y  ammoni a  was  t h e n  b u b b l e d  i n t o  t h e  m i x t u r e  
w h e r e u p o n  a  w h i t e  p r e c i p i t a t e  a p p e a r e d .  The p r o ­
d u c t  was  f i l t e r e d  a nd  t h e  r e s i d u e  e v a p o r a t e d  t o  
d r y n e s s .
c x - B r o m o p r o p i o n a m i d e  was  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  e t h e r  
i n  a  s o x h l e t  a p p a r a t u s .
( i v ) B - M e r c a p t o o e n z o x a z o l e  ( 1 1 7 )
A m i x t u r e  o f  33 g ( 0 . 3 .  m o l e )  o r t h c - a m i n o p h e n o l ,
19 g o f  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e ,  26 g ( i . e . 0 . 3 4  
m o l e ) c a r b o n  d i s u l p h i d e  a n d  45 ml o f  w a t e r  i n  a  
o n e  l i t r e  f l a s k  i s  h e a t e d  u n d e r  r e f l u x  f o r  3 h r .
12 g a c t i v a t e d  c h a r c o a l  w as  t h e n  a d d e d  c a u t i o u s l y  
a n d  a f t e r  t h e  m i x t u r e  h a d  b e e n  h e a t e d  a t  a  r e f l u x  
t e m p e r a t u r e  f o r  10 m i n u t e s  t h e  c h a r c o a l  was  
r e m o v e d  by  f i l t r a t i o n .  The  f i l t r a t e  was  t h e n  h e a t e d  
t o  70*0  w h i l e  s t i r r i n g  a n d  3 0 0  ml o f  warm t a p  
w a t e r  ( 6 0 - 7 0 * 0 )  a d d e d , f o l l o w e d  by  25 ml o f  a c e t i c
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SR.
(i) Benz imidazole derivative
(ii) B e n z c x a z o l e  derivat ive
Where R is:
-  :h .
X
o
NH.
:h - c.
\ NH
CH.
-CH-C
\ N-CH,
CH.
- C H - Z  
CH, > CH3‘3 in
- CH2 - <
3
0
N-CH,
H
- c h 2 - x
.0
N-CH.
CH,
nructures of the b e n z o x a z o le  and
i.enzlmidazole d e r i v a t i v e s  s y n t h e s i s e d
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a c i d  i n  50 ml w a t e r .  The  p r o d u c t  s e p a r a t e d  on 
c o o l i n g  a s  g l i s t e n i n g  w h i t e  c r y s t a l s , a n d  t h e  
m i x t u r e  was  r e f r i g e r a t e d  t o  c o m p l e t e  c r y s t a l l i s a ­
t i o n .  The p r o d u c t  was  d r i e d  o v e r n i g h r  t  4( ' "
y i e l d  32 g 2 - m e r c a p t o b e n z o x a z o l e .
( v ) 2-<x C a r b a m o y l e  :hy 1 c h i o b e n z o x a z  . l e  1 1 - . -  -
A m i x t u r e  o f  0 . 0 1  m o l e  2 - m e r c a p t o b e n z o x a z o l e .
0 . 0 1 . m o l e  c K - b r o m o p r o p i o n a m i d e  a n d  0 . 0 1  m o l e  
s o d i u m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e  i n  50 ml w a t e r  was  
h e a t e a  f o r  10 m i n u t e s  w i t h  a g i t a t i o n .  The m i x t u r e  
was  t h e n  r e f r i g e r a t e d  w h e r e u p o n  2 - c * - c a r b a m o y l e ^ - 
h y l t h i o b e n z o x a u o l e  c r y s t a l l i s e d  a s  w h i t e  needle 
s h a p e d  c r y s t a l s .
6 . 2 . 2  O t h e r  a l k y l a t i n g  a g e n t s  p r e p a r e d
U s i n g  a  s i m i l a r  p r o c e d u r e ,  t h e  f o l l o w i n g  a l k y l a ­
t i n g  a g e n t s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  m e t h y l a m i n e  o r  
d i m e t h y l a m i n e  a s  t h e  a m i n a t i n g  a g e n t  i n s t e a d  -: 
a m m o n i a :
1.  N , N - d i m e t h y l - 2 - b r o m o p r o p i  c n a m i d e
2 .  N - m e t h y 1 - 2 - b r o m o p r o p i o n a m i d e
3 .  c x - 3 r o m o a c e t  a m i d e
4 .  N , N - d i m e t h y 1 - 2 - d r o m o a c e t a m i d e
5 .  N - m e t h y 1 - 2 - d r o m o a c e t a m i d e
6 .  The a l k y l a t i n g  a g e n t s  c h l o r o a c e t a m i d e  a n d  
m e t h y l i o d i d e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  Mer ck
6 . 2 . 3  2 - M e r c a p t o b e n z i m i d a z o l e
T h i s  was  p r e p a r e d  by  a  s i m i l a r  p r o c e d u r e  a s  
2 - m e r c a p t o b e n z o x a z o l e .  u s i n g  o - p h e n y l e n e d i a m i n e  
i n s t e a d  o f  o - a m i n o p h e n o l .
6 . 2 . 4  S - A l k y l a t i o n  P r o c e d u r e
By t h e  p r o c e d u r e  o f  2 - o t - C a r b a m o y l e t h y l t h i o b e n z o x -  
a z o l e  a n d  a p p r o p r i a t e  c o m b i n a t i o n s  o f  b e n z o x a z o i e
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o r  b e n z i m i d a z o l e  w i t h  t h e  a l k y l a t i n g  a g e n t s  
d e s c r i b e d  a b o v e  t h e  v a r i o u s  c o m p o u n d s  w e r e  o b t a i n e d .
6 . 3 RESULTS
6 . 3 . 1  C h e m i c a l  s y n t h e s e s
( a ) " - M e r c a p t o b e n z o x a z o l e
M e l t i n g  p o i n t  : 194°C ( a q u e o u s  e t h a n o l )
m/e  : 151 ; 150 ; 113 ; 90  ; 7 6 .
( b )  2 - C a r b a m o y l m e t h y 1 t h i o b e n z o x a z o l e
M e l t i n g  p o i n t  
m/e  
CHN
163°C ( a q u e o u s  e t h a n o l )
208 ; 164 ; 150  ; 7 6 .
Found  C . 5 2 . 3  ; H . 4 . 2  ; N , 1 3 . 4 .  
CgH8 N90 2 S r e q u i r e s  C , 5 1 . 9  :
H, 3 . 9  N , 1 3 . 5 %  .
( c )  2 - C a r b a m o y l e t h y l t h i o b e n z o x a z o l e
m . p .  : 124°  ( w a t e r )
m/e  * 2 2 2 ,  1 7 8 ,  1 5 0 ,  113 ,  76
CHN : Found  C . 5 4 . 4  ; H . 4 . 3  ; N . 1 2 . 8 .
C10H10N20:,S r e q u i r e s  C , 5 4 .  1 ;
H . 4 . 5  ; N , 1 2 . 6 % .
( d ) 2 - ( B e n z o x a z o l - 2 1- y l t h i o ) - N - m e t h y l p r o p i o n a m i a e
m . p .  : 182°  ( a q u e o u s  e t h a n o l )
m/e  : 2 3 6 ,  2 0 b ,  i 7 3 ,  1 50 ,  1 18 ,  7 6 .
CHN : Found  C , 5 5 . 4  ; H , 5 . 3  ; N , 1 1 . 1 .
C 11H12N2 ° 7S r e q u i r e s  C , 5 5 . 9  ;
H , 5 . 1  ; N , 1 1 . 8% .
( e ) 2- Ben z o x a z o l  - 2 ' - y 1 t h i o ) - N . N - d i m e t h y 1 p r o p l o n a m i d e
m . p ,
m/e
CHN
1 3 6 - 1 3 8 °  ( a q u e o u s  e t h a n o l )
2 5 0 ,  2 0 6 ,  1 7 8 ,  1 50 ,  1 18 ,  76 
Found  C . 5 7 . 2  ; H , 5 . 1 ; N , 1 1 . 9 %  
C1 ? H14No0 :,S r e q u i r e s  C, 5 7 . 6  ; 
H . 5 . 6  ; N, 1 1 . 2 %
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( f ) 2 - ( B e n z o x a z o l e - 2 ' - y l t h i o ) - N - m e t h y l a c e t a m i d e
m. p .
m/e 
CBN
99°  ( a q u e o u s  e t h a n o l )
222 ; 192 ; 16 4  ; 150 ; 1 1 8 ;  76 
Fo un d  C , 5 4 . 7  . H , 3 . 9  ; N, 1 2 . 2 %  
C ^ H g N - O g S  r e q u i r e s  0 , 5 4 . 5  ;
H . 3 . 6  ; N , 1 2 . 7 %
( g)  2 - ( B e r  z c x a z o l e - 2 ' - y 1 t h i o ) - N , N - d i m e t h y l a c e t a m i d e
m . p .  : 128°  ( a q u e o u s  e t h a n o l )  
m/ e  : 236  ; 192 ; 164  ; 150 ; 118 ; 76
CBN : Fo un d  0 , 5 5 . 1  ; H . 5 . 3  ; N , 1 1 . 1 %
C 11B1oN20 2 S r e q u i r e s  0 , 5 5 . 9  ;
B , 5 . 1  ; N , 1 1 . 9 %
( h )  2 - M e r e a p t o b e n z i m i d a z o l e
m . p .  : 2 8 8 0
m/ e  : 150 ; 117 ; 105 ; 76
( i )  2 - M e t h y l t h i o b e n z i m i d a z o l e
m . p .  : 200°  ( a q u e o u s  e t h a n o l )
m/ e  : 164 ; 149 ; 117 ; 105 ; 76
( j  ) 2 - 0 a r b a n i o y l m e c h y l t h i o b e n z i m i d a z o l e
m . p .
m/e
CBN
208°  ( a q u e o u s  e t h a n o l )  
207 ; 163 ; 149 ; 117
Fo u n d  0 , 5 4 . 7  ; B , 4 . 8  ;
; 105 ; 76 
N , 19.3%
0 (N OS r e q u i r e s  0 , 5 4 . 3
B . o . U  ; N , 1 9 . 0  
( k ) 2 - C a r b a m o y l e t h y 1 t h i o b e n z i m i d a z o l e
m • jp *
m/e
CBN
175° ( a q u e o u s  e t h a n o l )
221 ; 177 ; 149 ; 117 ; 105 ; 76 
Fo u n d  0 , 5 9 . 7  ; H . 5 . 2  ; N , 18 .3%
C 10H11N3 0S r e q u i r e s  0 , 5 4 . 3  ;
B . 5 . 0  ; N , 19 .0%
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6 . 3 . 2  B i o l o g i c a l  t e s t i n g
6 . 3 . 2  a  E f f e c t s  on HPRT a c t i v i t y
The i n f l u e n c e  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on  t h e  HPRT 
a c t i v i t y  f r o m  human e r y t h r o c y t e s  was  t e s t e d .  The 
en zy me  a s s a y  u s e d  i s  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  
( C h a p t e r  2 ,  t h i s  t h e s i s ) .  None o f  t h e  a n a l o g u e s  
t e s t e d  w e r e  f o u n d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  HPRT. The 
r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  X V I I I .
6 . 3 . 2  b E f f e c t s  on t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  o f
UV-irradiated E.coli
The e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  was  s t u d i e d  by  
m e a s u r i n g  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  o f  UV- 
i r r a d i a t e d  E . c o l i  B . T a b l e  XIX s h o w s  t h e  e f f e c t s  
o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on t h e  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  
o f  t h e  i r r a d i a t e d  c e l l s .  The  a n a l o g u e s  h a d  no 
s i n i f i c a n t  e f f e c t  on  t h e  s u r v i v a l  o f  u n i r r a d i a t e d  
c e l l s  h e l d  i n  a n a l o g u e  c o n t a i n i n g  b u f f e r  ( T a b l e  
XX).  S i m i l a r  r e s u l c s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  p h i e o -  
m y c i n  a m p l i f i e r s  t e s t e d  ( C h a p e r  4 ,  t h i s  t h e s i s ' .
6 . 3 . 2  c I n f l u e n c e  on t h e  t h e r m a l  m e l t i n g  o f  E . c o l i  DNA
The i n f l u e n c e  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on  DNA m e l ^ . n g  
a n d  r e a n n e a l 1 i n g  was  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  
p r e v i o u s l y  ( C h a p t e r  5 ,  t h i s  t h e s i s ) .  No c h a n g e  i n  
Tm was  o b s e r v e d  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d .  The 
r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  XXI.
6 . 3 . 2  d I n f l u e n c e  on t h e  o p t i - a l  a c t i v i t y  o f  E . c o l i  DNA
Any a n a l o g u e  i n c u b a t e d  w i t h  n a t i v e  DNA i n d u c e d  
s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  
s p e c t r u m  o f  n a t i v e  DNA. DNA i n c u b a t e d  w i t h  1 mM 
a n a l o g u e  r e s u l t e d  i n  c o m p l e t e  l o s s  o f  b o t h  t h e
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p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  b a n d s .  DNA t r e a t e d  w i t h  t h e  
a n a l o g u e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  l e s s  t h a n  1 mM r e s u l ­
t e d  i n  m a r k e d  c h a n g e s  i n  t h e  CD s p e c t r a  o f  n a t i v e  
DNA. The CD c h a n g e s  i n d u c e d  by  t h e  d i f f e r e n t  
a n a l o g u e s  c o u l d  n o t  be  i n t e r - r e l a t e d .
6 . 3 . 2  e I n f l u e n c e  on t h e  h y d r o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  o f  DNA:
V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t
The v i s c o s i t y  o f  E . c o l i  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
t h e  b e n z o x a z o l e  a n d  b e n z i m i d a z o l e  d e r i v a t i v e s  
s y n t h e s i s e d  i s  u n c h a n g e d .  C o n c e n t r a t i o n s  a s  h i g h  
a s  1 mM w e r e  u s e d  f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n s .  C o n c e n ­
t r a t i o n s  a b o v e  i  mM w e r e  n o t  u s e d  b e c a u s e  o f  p o o r  
a q u e o u s  s o l u b i l i t y .  The r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  
T a b l e  XXI I .
6 . 3 . 2  f  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y
As i n  t h e  c a s e  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s ,  n o n e  
o f  t h e  d e r i v a t i v e s  s y n t h e s i s e d  i n f l u e n c e d  t h e  
g r o s s  s t r u c t u r e  o f  DNA when i n c u b a t e d  w i t h  t h e  
a n a ]  o g u e s .
TABLE XVIII EFFECTS OF DIFFERENT ANALOGUE: ON F.PRT ACTIVITY ISOLATED
FROM HUMAN ERYTHROCYTES
ACTIVITY
ANALOGUE (0.2 mM) (n mo les/bin/ml)
2-Mercaptobenzoxazole 0.825
2-Carbamoylethylthiobenzoxazole 0.820
2-Carbamoylmethylthiobenzoxazole 0.830
2-(Eenzoxazol-2’-ylthio)-N-Methylpropionamide 0.819
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylpropiona- 0.827
mide
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N-Methylacetamide 0.830
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylacetamide 0.814
2-Mercaptobenzimidazole 0.828
2-MethyIthiobenzimidazole 0.819
2-CarbamoylmethyIthiobenzimidazole 0.832
2-Carfcamoylethylthiobenzimidazole 0.821
TABLE XXX EFFECTS OF VARIOUS ANALOGUES ON THE LIQUID HOLDING RECOVERY
OF E.coli B CELLS IRRADIATED WITH UV FOR 12.5 SECONDS
ANALOGUE
2-Mercaptobenzoxazole
2-Carbamoylethylthiobenzoxazole
2-Carbamoylmethylthiober.zoxazole
2- (Benzoxazol -2 ' -ylthio)-N-Methylpropionamide
2- (Benzoxazol -2 ' -yl thio)-N,N-dimetnyIpropiona-  
mide
2- (Benzoxazol -2 ' - y l t h i o )-N-methy1acetamide
2 - ( Benzoxazol -2' -yl thio)-N,N-dimethylacetamide
2-Mercaptobenzimidazole
2-MethyIthiobenzimidazole
2-CarbamoylmethyIthiobenzimidazole
2-Carfcamoylethylth^obenzimidazole
% INHIBITION OF LHR
52
90
86
86
88
76
60
50
64
68
60
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TABLE XX EFFECTS OF VARIOUS ANALOGUES ON THE SURVIVAL OF THE CONTROL 
SUSPENSIONS OF UNIRRADIATED CELLS HELD IN ANALOGUE CONTAIN- 
ING BUFFER' FOR 3 HOURS
ANALOGUE % SURVIAL
2-Mercaptobenzoxazole 96
2-Carbamoylethylthiobenzoxazole 94
2-CarbamoyImethylthiobenzoxazole 94
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N-Methylpropionamide 93
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylpropiona- 89
mide
2-(Benzoxazol-2'-yIthio)-N-methylacetamide 88
2-(Lenzoxazol-2'-ylthic)-N .N-dimethylaceta-mide 91
2-Mercaptobenzimidazole 87
2-Methylthiobenzimidazole 87
2-CarbamoyImethyIthiohenzimidazole 90
2-CarbamoylethyIthiobenzimidazole 93
TABLE XXI EFFECTS OF VARIOUS ANALOGUES ON THE THERMAL MELTING
TEMPERATURE GF~E.coli DNA
ANALOGUE Tm (°C)
2-Mercaptobenzoxazole 89.8
2-Carbamoylethylthiobenzoxazole 90.0
2-Carbamoylmethylthiobenzoxazole 90.2
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N-Methylpropionamide 90.7
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylpropiona- 89.9
mide
2-(Benzoxazol-2’-ylthio)-N-methylacetamide 9u.0
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylacetamide 90.4
2-M "*captobenzimidazole 89.9
2-MethyIthiobenzimidazole 90.0
2-CarbamoyImethy 1thiobenzimidazole 89.8
2-Carbamoylethiobenzimidazole 90.0
TABLE XXII INFLUENCE OF VARIOUS ANALOGUES ON THE VISCOSITY OF DNA
ANALOGUE VISCOSITY U S t  )
2-Mercaptobenzoxazole 0.934
2-Carbamoylethylthi jbenzoxazole 0.934
2-Carbamoylmethylthiobenzoxazole 0.930
2-(Benzoxazol-2'-yIthio)-N-Methylpropionamide 0.934
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylpropiona- 0.941
mide
2-( Benzcxazol-2' -y 1 th io )-N-me thy lacet-amide 0 . 9 3 4
2-(Benzoxazol-2'-ylthio)-N,N-dimethylace camide 0.938
2-Mercaptobenzimidazole 0 . 9 3 4
2-Methylthiobenzimidazole 0.938
2-Carbamoylmethylthiobenzimidazole 0.938
2-Carbamoylethy1thiobenzimidazole 0.938
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CHAPTER SEVEN
7 .  1 GENERAL. 3CUSSIQN
The s t a t e d  o b j e c t  o f  t h i s  s i u d y  was  t o  e x a m i n e  
t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  
a n a l o g u e s  on  s e v e r a l  a s p e c t s  >f n u c e o t i d e  m e t a b ­
o l i s m .  The a n a l o g u e s  t e s t e d  w e r e  a l l  r e p o r t e d  a s  
a m p l i f i e r s  o f  t h e  a n t i b  ot±c p h l e o m y c i n . The 
i n f l u e n c e  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  on n u c l e o t i d e  m e t a b ­
o l i s m  '--as i n v e s t i g a t e d  t o  o b t a i n  e x p e r i m e n t a l  
e v i d e n c e  a s  t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  a m p l i f i c a t i o n  o f  
p h l e  s m y c i n . The f i n d i n g s  o f  t h i s  s t u d y  w i l l  be  
d i s c u s s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e q u e n c e s : n a m e l y ,
i n f l u e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e r s  on  -
i )  The p u r i n e  s a l v a g e  e n z y m e , h y p o x a n t h i n e  g u a n ­
i n e  p h o s p h o r i b o s y l  t r a n s f e r a s e  ( E C . 2 . 4 . 2 . 8 )
i i )  The e x c i s i o n - r e p a i r  m e c h a n i s m  o f  U V - i r r a t i i a -  
t e d  E . c o l i , a n d
i i i )  ""ne p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  DNA
7 . 1  a  EFFECTS OF THE PURINE AND PYRIMIDINE ANALOGUES 
ON HYPOXANTHINE GUA-< INF PHOSPHOR IBOSYL 
TRANSFERASE (EC 2 . 4 . 2 . 8 )
As r e g a r d s  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  p h l e o m y c i n  a m p l i ­
f i e r s  on HPRT, i t  was  f o u n d  t h a t  no s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  w i t h  t h e  enzyme  
c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d .  O n l y  t h r e e  o f  a l l  t h e  
a n a l o g u e s  t e s t e d  w e r e  f o u n d  i o  i n h i b i t  HPRT 
a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e , d e t a i l e d  k i n e t i c  s t u d i e s  
r e v e a l e d  d i f f e r e n t  modes  o f  i n h i b i t i o n .  I t  s h o u l d  
be  b o r n e  i n  mind  t h a t  t h e s e  a n a l o g u e s  c o u l d  n o t  
s t r i c t l y  be  c a l l e d  " i n h i b i t o r s "  s i n c e  t h e y  c o u l d  
be  a c t i n g  a s  weak s u b s t r a t e s  f o r  t h e  e n z y m e .  The 
a n a l o g u e s  c o u l d  n o t  be  t e s t e d  a s  p o s s i b l e  a l t e r ­
n a t i v e  s u b s t r a t e s  s i n c e  n e i t h e r  t h e  a n a l o g u e s  n o r
t h e  s e c o n d  s u b s t r a t e , PRPP,  c o u l d  b e  o b t a i n e d  w i t h  
a  r a d i o a c t i v e  l a b e l .  I n h i b i t o r s  o f  HPRT a r e  o f  
b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  a n d  i n h i b i t o r s  a r e  n e e d e d
( 1 1 4 )  t o
i E v a l u a t e  t h e  r o l e  o f  t h i s  en zy me  i n  m a i n t a i ­
n i n g  s t e a d y - s t a t e  p o o l s  o f  p u r i n e s  i n  v a r i o u s  
t i s s u e s  a n d  t u m o u r s
P o t e n t i a l l y  t r e a t  s c h i s t o s o m i a s i s  a n d  m a l a r i a ,  
d i s e a s e s  i n  w h i c h  t h e  p a r a s i t e s  l a c k  t h e  
de  n ov o  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y s  
: i i  P o t e n t i a t e  t h e  a c t i o n  o f  o t h e r  a g e n t s  w h i c h  
i n h i b i t  de  n ov o  b i o s y n t h e s i s ,  e f f e c t s  o f  
w h i c h  may be  " b y p a s s e d "  due  t o  HPRT; a n d
i v )  P o s s i b l y  mi mi c  i n  a n i m a l s  t h e  g e n e t i c  d i s e a s e  
w h i c h  o c c u r s  i n  man a s  a  r e s u l t  o f  HPRT 
d e l e t i o n ,  i . e .  t h e  L e s c h - N y h a n  s y n d r o m e .
S i n c e  m o s t  a n a l o g u e s  t e s t e d  do n o t  a f f e c t  HPRT 
a c t i v i t y ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  
o f  p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  i s  n o t  a  r e s u l t  o f  
t h e  a n a l o g u e s  b e i n g  p h o s p h o r i b o s y 1 a t e d  t o  t h e i r  
n u c l e o s i d e  f o r m s .  H e n c e ,  a n y  i n f l u e n c e  on  t h e  
n u c l e o t i d e  p o o l  a n d  u l t i m a t e l y  DNA s y n t h e s i s  c o u l d  
be  a t t r i b u t e d  t o  t h e  a n a l o g u e s  t h e m s e l v e s  r a t h e r  
t h a n  t h e i r  n u c l e o s i d e s .  H o w e v e r ,  p r o m i s i n g  i n h i b ­
i t o r s  o f  HPRT w e r e  e x a m i n e d  f u r t h e r  s i n c e  many 
i n h i b i t o r s  o f  HPRT s u c h  a s  6 - m e r c a p t o p u r i n e  a nd  
- - a z a g u a n i n e  h a v e  p r o v e d  t o  b e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  
. m p o r t a n c e . The s t u d y  was  t h e n  e x t e n d e d  t o  i n  v i v o  
s t u d i e s .  The i n h i b i t o r s  o f  HPRT w e r e  t h e n  t e s t e d  
n h e p a t o •a  c e l l  c u l t u r e s  a n d  a l  ] t h r e e  a c t i v e  
a n a l o g u e s  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  HPRT a c t i v i t y .  
K i n e t i c  s t u d i e s  s ho we d  t h a t  t h i s  enzy me  i s  a c t i v e  
i n  h e p a t o m a  c e l l  c u l t u r e s  a n d  t h i s  a c t i v i t y  i s  
d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s
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A c o m p l e t e  l o s s  o f  HPRT a c t i v i t y  r e s u l t e d  when 
cells i n  c u l t u r e  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e s e  a n a l o ­
g u e s  f o r  o ne  h o u r . R em o v i ng  t h e  medium an 
r e - i n c u b a t i n g  t h e  c e l l s  f o r  2 h o u r s  in analogu 
f r e e  medium d i d  n o t  r e s t o r e  HPRT a c t i v i t y .  Presum­
a b l y  , d u r i n g  t h e  2 h o u r s , t h e  a n a l o g u e  c r  
m e t a b o l i t e ) i s  s t i l l  p r e s e n t  i n  s u f f i c i e n t  c n -  
c e n t r a t i o n s  f o r  i n h i b i t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
a n a l o g u e s  h a d  no  e f f e c t  on c e l l  n u m b e r  a n d  HPRT 
a c t i v i t y  was  r  ' t e c t e d  w i t h i n  6 h o u r s .  The 
r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a n a l o g u e s  e f f e c t i v e l y  
p e n e t r a t e  t h e  c e l l s  a n d  b i n d ,  p o s s i b l y  i r r e v e r s i ­
b l y ,  t o  t h e  e n z y m e .
F u r t h e r  a n a l o g u e s  o f  o n e  o f  t h e  i n h i b i t o r s ,  the 
b e n z o x a z o i e  d e r i v a t i v e ,  w e r e  s y n t h e s i s e d  i n  an 
a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  a  s t r u c t u r e - f u n c t i o n  
r e l a t i o n s h i p .  S t r u c t u r e s  o f  t h e  a n a l o g u e s  s y n t h e ­
s i s e d  a r e  s u m m a r i s e d  i n  F i g  4 8 .  None o f  t h e  
a n a l o g u e s  s y n t h e s i s e d  p r o v e d  t o  be  i n h i b i t o r s  o f  
HPRT, i . e .  t h e  m o d i f i c a t i o n s  i n t r o d u c e d  muse ail 
h a v e  i n h i b i t e d  b i n d i n g  o^  t h e  d e r i v a t i v e s  by  the 
e n z y m e . One o f  t h e  u n i f i c a t i o n s  i n t r o d u c e d  i n  
t h e  a c t i v e  d e r i v a t i v e  i n c l u d e d  c h a n g i n g  t h e  a l k y ' ,  
s u b s t i t u e n t  on  t h e  s u l p h u r  a t o m . The h e t e r o c y c l i c  
p a r e n t  s t r u c t u r e  b e n z o x a z o l e  w as  a l s o  m o d i f i e d  s o  
a s  t o  y i e l d  t h e  b e n z i m i d a z o l e  d e r i v a t i v e s .
The enzyme  a s s a y  e m p l o y e d  was  a  m o d i f i c a t i o n  of 
t h a t  d e s c r i b e d  b y  W o h l h e u t e r  ( 6 5  . The a s s a y  1 - 
b a s e d  on  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  r a d i o a c t i v e l y  
l a b e l l e d  p r o d u c t  [ 14C ] -  n u c l e o t i d e ,  i . e .  IMF . 
f r o m  t h e  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  s u b s t r a t e . 
h y p o x a n t h i n e  by  b i n d i n g  t h e  f o r m e r  on a n  anion 
e x c h a n g e r , i n  t h i s  c a s e  P E I - c e l l u l o s e . The m e t h o d  
o f  a s s a y  i s  s i m p l y ,  r a p i d  a n d  c a p a b l e  o f  m e a s u r i n g  
HPRT a c t i v i t y  o f  s a m p l e s  o f  l ow p r o t e i n  'onren*.
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H y p o x a n t h i n e  was  q u a n t i  t i v e l y  r e m o v e d  by  t h e  
w a s h i n g  p r o c e d u r e ,  a n d  l i k e  t h e  r e s u l t s  o f  
W o h l h e u t e r ,  b a c k g r o u n d s  o f  200  c o u n t s  p e r  r r u n u t e  
o f  a  t o t a l  o f  22 0 0 0  c o u n t s  p e r  m i n u t e  w e r e  l e f t  
b e h i n d . The c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  o f  t h e  p l a t e s  was  
f o u n d  t o  b e  84%.
The  r e s u l t s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  a r e  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  d e s c r i b e d  by  K r e n i t s k y  ( 6 7 ) .  
The  enzyme  y i e l d  was  f o u n d  t o  b e  13 .6% w i t h  a  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  4 8 . 8  u n i t s  p e r  mg p r o t e i n .  
K r e n i t s k y  e t  a l . r e p o r t e d  a  y i e l d  o f  16% w i t h  a  
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  5 5 . 6  u n i t s  p e r  m i l l i g r a m  
p r o t e i n .
EFFECTS OF THE PURINE AND PYRIMIDINE ANALOGUES ON 
THE EXCISION REPAIR HE THANISM OF UV-IRRADIATED 
E . c o l i
The  e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  was  s t u d i e d  by  
m e a s u r i n g  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  o f  U V - i r r a ­
d i a t e d  E . c o l i  8 a s  r e p o r t e d  e a r l i e r .  As d e s c r i b e d  
b y  Harm ( 2 7 )  m o s t  o f  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  r e c o v e r y  
i s  f o u n d  w i t h i n  4 h o u r s  a f t e r  i r r a d i a t i o n ,  
h o l d i n g  f o r  s t i l l  l o n g e r  p e r i o d s  a d d s  r e l a t i v e l y  
l i t t l e  t o  t h e  e f f e c t s . C o n t r o l  s u s p e n s i o n s  o f  
u n i r r a d i a t e d  c e l l s ,  h e l d  i n  b u f f e r  f o r  t h e  same 
p e r i o d  o f  t i m e , s h o w e d  v e r y  l i t t l e  c h a n g e  i n  c e l l  
v i a b i l i t y .  F u r t h e r m o r e , t h e  a n a l o g u e s  h a d  no  s i g ­
n i f i c a n t  e f f e c t  on  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  c o n t r o l  
s u s p e n s i o n s  o f  u n i r r a d i a t e d  c e l l s  h e l d  i n  a n a l o g u e  
c o n t a i n i n g  b u f f e r .  A l l  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  
t e s t e d  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  t h e  l i q u i d  h o l d i n g  
r e c o v e r y ,  i . e .  t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  o f  U V - i r r a d i a -  
t e d  E . c o l i  B.
G r i g g  ( 1 0 )  h a s  r e p o r t e d  a n  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  
p h l e o m y c i n  i n d u c e d  c e l l  d e a t h  a n d  t h e  i n h i b i t i o n
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o f  d a r k  r e p a i r  p r o c e s s e s . F u r t h e r m o r e ,  some p h l e -  
o m y c i n  a m p l i f i e r s , f o r  e x a m p l e , 6 . 9 - d i m e t h y l - 2 -
m e t h y l t h i o p u r i n e  ( 1 9 )  a n d  c a f f e i n e  ( 2 7 )  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b e  i n h i b i t o r s  o f  t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  
p a t h w a y .  The r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  
i n d i c a t e  no  o r d e r e d  p a t t e r n  b e t w e e n  p h l e o m y c i n  
a m p l i f i c a t i o n  a c t i v i t y  a n d  i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  
r e p a i r .  The r e s u l t s  o f  t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  
t e s t e d  by  G r i g g  ( 1 9 )  a l s o  i n d i c a t e d  no  o r d e r e d  
p a t t e r n .  Many s t u d i e s  1 0 , 1 9 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  by  c a f f e i n e  w h i c h  
b i n d s  s p e c i f i c a l l y  t o  s i n g l e  s t r a n d e d  DMA ( 5 4 ) .  
Domon e t  a l . (56 ' '  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  p r o p e r t y  i s
i m p o r t a n t  i n  e x p l a i n i n g  i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  
r e p a i r .  I n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  by  t h e s e  
p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  may s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  
t h e  a n a l o g u e s  . n t e r a c t  w i t h  DdA a t  t h e  m o l e c u l a r  
l e v e l .  Some o f  t h e  i n h i b i t o r s  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  
r e p o r t e d  by  G r i g g  w e r e  a l s o  r e p o r t e d  t o  h a v e  i n  
common t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  p r e f e r e n t i a l l y  t o  
s i n g l e - s t r a n d e d  DNA. I t  was  f u r t h e r  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  n a t u r e  o f  b i n d i n g  i s  i m p o r t a n t  f o r  
a m p l i f i c a t i o n  a c t i v i t y .  Compounds  t h a t  b i n d  
w e a k l y  t o  d e n a t u r e d  DNA w i t h o u t  s i g n i f i c a n t l y  
a l t e r i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r e g i o n  o f  s i n g l e -  
s t r a n d e d  DMA t o  w h i c h  t h e y  a r e  b o u n d  may b e  
i m p o r t a n t  f o r  t h e i r  a m p l i f i c a t i o n  e f f e c t  ( 1 9 ) .  
H e n c e ,  i n  t h e  t h i r d  s e c t i o n  o f  t h i s  t h e s i s  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a m p l i f i e r s  w i t h  DNA was  i n v e s t ­
i g a t e d  u s i n g  v a r i o u s  p h y s i c a l  t e c h n i q u e s .
7 . 1  c EFFECTS OF THE PURINE AND PYRIMIDINE ANALOGUES AT 
THE MOLECULAR LEVEL
F i r s t l y ,  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  a m p l i f i e r s  on  t h e  Tm 
o f  E . c o l i  DNA was  i n v e s t i g a t e d  by  m e a s u r i n g  t h e  
o p t i c a l  d e n s i t y  a t  260  nm a s  a  f u n c t i o n  o f  t e m p ­
e r a t u r e .  The Tm o f  E . c o l  i  DNA w as  f o ^ n d  t o  b e
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9 0 . 5 ° C . T h i s  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e  r e p o r t e d  
v a l u e s  o f  9 0 3C ( 5 / ) .  Of  a l l  t h e  a m p l i f i e r s  t e s t e d ,  
o n l y  c a f f e i n e  i n f l u e n c e d  t h e  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  
o f  E . c o l i  DNA a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 3  mM. The 
a m p l i f i e r  c o u l d  n o t  b e  t e s t e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  
g r e a t e r  t :  n 0 . 3  mM b e c a u s e  o f  t h e i r  h i g h  e x t i n c ­
t i o n  a t  . 0 nm. H e n c e ,  a n y  i n t e r a c t i o n  o f  t h e
a m p l i f i e r .  w i t n  DNA c o u l d  n o t  b e  f o l l o w e d  by  
c h a n g e s  o f  o p t i c a l  p r o p e r t i e s  a t  ? 6 0  nm b e c a u s e  
o f  t h e  h i g h l y  UV a b s o r b i n g  s u b s t a n c e s  a d d e d  t o  
t h e  DNA.
The n e x t  t e c h n i q u e  u s e d  was  c i r c u l a r  d i c h r o i s m .  
C i r c u l a r  d i c h r o i s m  (CD) m e a s u r e m e n t s  h a v e  t h e  
s p e c i a l  f e a t u r e  - h a t  many o f  t h e  a d d e d  h i g h l y  UV 
a b s o r b i n g  s u b s t a n c e s  do n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  
m e a s u r e m e n t s .  The CD s p e c t r u m  o f  DNA r e c o r d e d  i n
t h i s  t h e s i s  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e  s p e c t r a
r e p o r t e d  b2/ o t h e r  w o r k e r s  w i t h  o n e  p o s i t i v e  b a n d  
a t  a b o u t  : 7 3  nm a n d  o ne  n e g a t i v e  b a n d  a t  a b o u t  
243nm.  The  p r i n c i p a l  : o n t r i b u t i o n  t o  t h e  CD o f  
t h e  DNA a r i s e s  f r o m  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  s t r u c t u r e  
o f  t h e  p o l y m e r .  L o s s  o f  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  
s t r u c t u r e s  ( d u e  t o  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n ) d e c r e a s e s  
t h e  a m p l i t u d e  o f  b o t h  b a n d s .  H o w e v e r ,  e l e v a t i o n  
o f  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  p r e m e l t i n g  z o n e  i n c r e a s e s  
t h e  p o s i t i v e  1 b a n d .  A l l  t h e  a m p l i f i e r s  t e s t e d  
c h a n g e d  t h e  CD s p e c t r a  o f  DNA i n d i c a t i n g  t h e  l o s s  
o f  o p t i c a l  a c t i v i t y .  C o n c e n t r a t i o n s  a s  low a s  100 
uM i n d i c a t e d  i n t e r a c t i o n  w i t h  DNA. The i n t e r c a l a ­
t i n g  a g e n t s ,  e t h i d i u m  b r o m i d e  a n d  q u i n i c r i n e ,
a l s o  a l t e r e d  t h e  CD s p e c t r a  o f  DNA i n  t h e  same
m a n n e r .  H i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( u p  t o  1 mM) o f  a l l  
t h e  a m p l i f i e r s  r e s u l t s  i n  l o s s  o f  t h e  a m p l i t u d e  
o f  b o t h  b a n d s .  The  r e s u l t s  may b e  i n t e r p r e t e d  a s  
a  l o s s  o f  t h e  a o u b i e - s t r a n d e d  s t r u c t u r e  o f  t h e  
DNA s i n c e  s i m i l a r  CD s p e c t r a  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  
f o r  t h e r m a l l y  d e n a t u r e d  DNA. At  l o w e r  c o n c e n t r a ­
t i o n s  o f  a m p l i f i e r  ( u p  t o  0 . 3  mM) no  c h a n g e s  i n
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Tm was measured at 260 nm although the CD spectra 
was altered. This could perhaps be considered as 
a  c h a n g e  i n  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  DNA w i t h o u t  s i g n i ­
f i c a n t l y  a l t e r i n g  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  n a t u r e  o f  
t h e  DNA. At  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  s t r a n d  s e p a r a ­
t i o n  may b e  f a v o u r e d .
H e n c e , t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  a m p l i f i e r s  w i t h  
DNA w as  s t u d i e d  a t  t h e  m a c r c m o l e c u l a r  l e v e l .  
V i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  r e v e a l e d  no  c h a n g e s  i n  t h e  
v i s c o s i t y  o f  DNA when t r e a t e d  w i t h  t h e  c o m po u nd s  
a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 mM. H y d r o d y n a m i c  p r o p e r ­
t i e s  o f  p o l y m e r s  a r e  s e n s i t i v e  t o  c h a i n  c o n f o r m a ­
t i o n .  H e n c e ,  i t  c a n  be  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  o v e r a l l  
c o n f o r m a t i o n  a n d  m a c r o m o l e c u l a r  s h a p e  o f  t h e  DNA 
was  n o t  c h a n g e d  by  t h e s e  c o m p o u n d s .  The a m p l i f i e r s  
w e r e  n o t  t e s t e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  1 
mM b e c a u s e  o f  t h e i r  p o o r  a q u e o u s  s o l u b i l i t y .
F o u r t h l y ,  t h e  g r o s s  s t r u c t u r e  o f  DNA t r e a t e d  w i t h  
t h e  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  was  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t o  e x a m p l i f y  t h e  r e s u l t s  
o b s e r v e d .
E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  p r o v e d  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  
t e c h n i q u e  t o  s t u d y  a  v a r i e t y  o f  p r o b l e m s .  Some o f  
t h e  i n f o r m a t i o n  y i e l d e d  by  many w o r k e r s  i n c l u d e  
t h e  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA
( 1 0 2 ) ,  t h e  a n a l y s i s  o f  p a r t i a l l y  d e n a t u r e d  DNA
( 1 0 3 ) ,  t h e  r e p l i c a t i o n  a n d  r e c o m b i n a t i o n  c o m p l e x e s
( 1 0 4 ) ,  a n d  Jne p h y s i c a l  m a p p i n g  o f  g e n e s  i n  
h y b r i d  m o l e c u l e s  ( 1 0 5 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  d e n a t u r a -  
t i o n  o f  DNA r e s u l t i n g  i n  d i s t i n c t  s t r a n d  s e p a r a t i o n  
o r  l o c a l i s e d  s i n g l e - s t r a n d e d  r e g i o n s  a l o n g  t h e  DNA 
was  n o t  o o s e r v e d  i n  s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h  p h l e o m y ­
c i n  a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s . S i m i l a r  r e s u l t s  
w e r e  o b t a i n e d  f o r  DNA s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h
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i n t e r c a l a t i n g  a g e n t s  s u c h  a s  e t h i d i u m - b r o m i d e  a nd  
q u i n i c r i n e . I f  a n y  d i s t o r t i o n  o f  DMA d i d  r e s u l t ,  
i t  c o u l d  p e r h a p s  h a v e  b e e n  o n l y  a  f e w  n u c l e o t i d e s  
l o n g  a t  v a r i o u s  l o c i  a l o n g  t h e  DMA. T h i s  may n o t  
h a v e  b e e n  p o s s i b l e  t o  v i s u a l i z e  u n d e r  t h e  c o n d i ­
t i o n s  e m p l o y e d .  The DNA t r e a t e d  w i t h  p h l e o m y c i n  
a n d / o r  p h l e o m y c i n  a m p l i f i e r s  o r  t h e  i n t e r c a l a t i n g  
a g e n t s  r e s u l t s  i n  m a r k e d  c h a n g e s  i n  t h e  CD s p e c t r a  
o f  DNA w i t h o u t  c h a n g i n g  t h e  s t r a n d  c o n t i n u i t y  a s  
o b s e r v e d  by  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  may s u g g e s t  t h a t  
t h e  c o m p o u n d s  i n t e r a c t  w i t h  LvJA s o  a s  t o  c h a n g e  
t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  DNA. I n i s  c h a n g e  i n  c o n f o r m a ­
t i o n  may be  s u f f i c i e n t  t o  y i e l d  t h e  DNA s e n s i t i v e  
t o  t n e  s i n g l e - s t r a n d  s p e c i f i c  e n d o n u c l e a s e  
s u g g e s t e d  by  G r i g g  ( 2 6 ) .
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7.1 d GENERAL CONCLUSIONS
The m a i n  a im o f  t h i s  p r o j e c t  w as  t o  e x a m i n e  t n e  
e f f e c t s  o f  v a r i o u s  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e s  
on p u r i n e  m e t a b o l i s m .  The i n f l u e n c e  o f  t h e s e  
a n a l o g u e s  on  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  was  i n v e s t i g a t e d  
t o  o b t a i n  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  a s  t o  t h e  m e c h a n i s e  
o f  a m p l i f i c a t i o n  o f  p h l e o m y c i n  s i n c e  a l l  t h e  
a n a l o g u e s  t e s t e d  a r e  g o o d  a m p l i f i e r s  o f  p h l e o m y c i n .
As r e g a r d s  t h e  e f f e c t s  o t  t h e s e  p h l e o m y c i n  
a m p l i f i e r s  on  HPRT a c t i v i t y ,  no  s p e c i f i c  i n t e r a c ­
t i o n  o f  t h e s e  a n a l o g u e s  w i t h  t h e  enzyme  c o u l d  be  
d e m o n s t r a t e d .  O n l y  t h r e e  o t  a l l  t h e  a n a l o g u e s  w e r e  
f o u n d  t o  i n h i b i t  HPRT a c t i v i t y .  T h us  t h e  m e c h a n i s m  
o f  p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  i s  n o t  a  r e s u l t  o f  t h e  
a n a l o g u e s  b e i n g  p h o s p h o r i b o s y l a t e i  t o  t h e i r  
n u c l e o t i d e  f o r m s  a nd  s u b s e q u e n t l y  i n f l u e n c i n g  t h e  
n u c l e o t i d e  p o o l .  Hence  any  i n t - u e n c e  on  t h e  n u c l e o ­
t i d e  p o o l  a n d  u l t i m a t e l y  DNA s y n t h e s i s  c o u l d  be  
a t t r i b u t e d  t o  t h e  a n a l o g u e s  t h e m s e l v e s  r a t h e r  t h a n  
t h e i r  n u c l e o t i d e .  .
S i n c e  i n h i b i t o r s  o f  HPRT a r e  o f  b i o l o g i c a l  
s i g n i f i c a n c e ,  a s  o u t l i n e d  i n  c h a p  t e v  o n e ,  t h e  
i n h i b i t o r s  w e r e  t e s t e d  i n  v i v o  i n  h e p a t o m a  c e l l  
c u l t u r e s .  A l l  t h r e e  an;,  o g u e s  e f f e c t i v e l y  p e n e t r a t e  
t h e  c e l l s  a n d  b i n d ,  p o s s i b l y  i r r e v e r s i b l y  t o  t h e  
e n z y m e .  F u r t h e r  a n a . o g u e s  o f  o n e  t -he i n h i b i t o r s , 
t h e  b e n z o x a z o l e  d e r i v a t i v e , w e r e  s y n t h e s i s e d  i n  a n  
a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  a  s t r u c t u r e - f u n c t i o n  r e l a t i o n -  
.
be  i n h i b i t o r s  o f  HPRT, i . e .  t h e  m o d i f i c a t i o n s  i n t r o ­
d u c e d  m u s t  a l l  h a v e  i n h i b i t e a  b i n d i n g  o f  t h e  
d e r i v a t i v e s  by t h e  e n z y m e .
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S e c o n d l y ,  a l l  t h e  a n a l o g u e s  w e r e  f o u n d  t o  i n h i b i t  
t h e  e x c i s i o n  r e p a i r  m e c h a n i s m  o f  L’V - i  e r a d i a t e d  
E . c o l i .  Many w o r k e r s  ( 5 4 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
a b i l i t y  o f  c o m po u n d s  t o  b i n d  s p e c i f i c a l l y  t o  
s i n g l e - s t r a n d e d  DNA may b e  i m p o r t a n t  i n  e x p l a i n i n g  
i n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r .  I n h i b i t i o n  o f  
e x c i s i o n  r e p a i r  by  t h e s e  a n a l o g u e s  may s u p p o r t  t h e  
v i e w  t h a t  t h e  a n a l o g u e s  i n t e r a c t  w i t h  DMA a t  t h e  
m o l e c u l a r  l e v e l .  H e n c e ,  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  
a n a l o g u e s  w i t h  DNA was  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  v a r i o u s  
p h y s i c a l  t e c h n i q u e s .
The g r o s s  s t r u c t u r e  a nd  m a c r o m o l e c u l a r  s h a p e  o f  
t h e  DNA was  n o t  c h a n g e d  by  t h e s e  a n a l o g u e s  a s  c a n  
be c o n c l u d e d  f r o m  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  a nd  
r e - a s s o c i a t i o n  s t u d i e s ,  v i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s  a n a  
e l e c t r o n  m o c r o s c o p y .  H o w e v e r , c i r c u l a  d i c h r o ^ s m  
s t u d i e s  r e v e a l e d  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  i n d i c a t i n g  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  DNA m o l e c u l e s .  The 
d r a m a t i c  c h a n g e s  i n  t h e  c i r c u l a r  d i c h r o i s m  s p e c t r a  
c o u l d  n o t  b e  i n t e r p r e t e d  u n e q u i v o c a l l y . H o w e v e r , 
t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  may b e  s u f f i c i e n t  t o  
i n d u c e  l o c a l i s e d  d e n a t u r a t i o n  r e n d e r i n g  t h e  DNA 
s e n s i t i v e  t o  t h e  e n d o n u c l e a s e  s u g g e s t e d  by
G r i g g  ( 2 6 ) .
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8.  APPENDIX
T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  p h l e o m y c i n  amp­
l i f i e r s  on s e v e r a l  a s p e c t s  o f  n u c l e o t i d e  m e t a b o l i s m  i n  an 
a t t e m p t  t o  e l u c i d a t e  t h e i r  mode o f  a c t i o n .
The p u r i n e  s a l v a g e  enzyme h y p o x a n t h i n e - g u a n i n e  p h o s p h o r i b o -  
s y l  t r a n s f e r a s e  was u n a f f e c t e d  by m o s t  o f  t h e  a m p l i f i e r s ,  
a l t h o u g h  t h r e e  d i d  show _ me i n h i b i t o r y  e f f e c t  on i t s  a c t i ­
v i t y  i n  v i t r o  and  i n  v i v o .  D e t a i l e d  k i n e t i c  s t u d i e s  r e v e a ­
l e d  b o t h  n o n - c o m p e t i t i v e  a n d  u n c o m p e t i t i v e  t y p e s  o f  i n h i b i ­
t i o n .  T h i s  s t u d y  was u n d e r t a k e n  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  
a m p l i f i e r s  a l t e r  t h e  p u r i n e  s a l v a g e  p o o l  by i n h i b i t i o n  o f  
HPRT o r  by a c t i n g  a s  a l t e r n a t e  s u b s t r a t e s  and  t h e r e b y  e n t e ­
r i n g  i n t o  t h e  n o r m a l  n u c l e o t i d e  p o o l .  I n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  
i n h i b i t o r s  i n t o  DNA o r  i n t o  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  p u r i n e  p o o l  
c o u l d  n o t  be t e s t e d  s i n c e  n e i t h e r  t h e  a n a l o g u e s  n o r  t h e  s e ­
c o n d  s u b s t r a t e ,  PRPP c o u l d  be  o b t a i n e d  w i t h  a r a d i o a c t i v e  
l a b e l .  S i n c e  no c o r r e l a t i o n  o i  a c t i v i t y  a s  an  a m p l i f y i n g  
a g e n t  and  a c t i v i t y  a s  an  i n h i b i t o r  o f  HPRT was o b t a i n e d , i t  
was  c o n c l u d e d  t h a t  p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n  i s  n o t  a r e s u l t  
o f  t h e  a n a l o g u e s  b e i n g  p h o s p h o r y l a t e d  t o  t h e i r  n u c l e o t i d e  
f o r m s . F u r t h e r m o r e ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  a m p l i f i c a t i o n  
i s  n o t  a r e s u l t  o£ t h e  a n a l o g u e s  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  n o r m a l  
f u n c t i o n  o f  t h e  enzyme so  a s  t o  m o d i f y  t h e  n a t u i e  o f  t h e  p u ­
r i n e  s a l v a g e  p o o l  w i t h  s i g n i 1 i c a n t  c o n s e q u e n c e s  t o  c e l l s  
whose  DNA was u n d e r  a t t a c k  by p h l e o m y c i n .
S e c o n d l y , a l l  t h e  a m p l i f i e r s  t e s t e d  i n h i b i t e d  t h e  e x c i s i o n  
r e p a i r  o f  UV-damaged E . c o l i  a s  m e a s u r e d  by i t s  l i q u i d  h o l d i n g  
c a p a c i t y .  However  no d i r e c t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  d e g r e e  
o f  a m p l i f i c a t i o n  e m e r g e d .  The r e s u l t s  may i n d i c a t e  t h a t ,  a s  
i n  t h e  c a s e  o f  c a f f e i n e , t h e  a n a l o g u e s  b i n d  s e l e c t i v e l y  t o  
s i n g l e - s t r a n d e d  DNA, r e s u l t i n g  i n  c o - o p e r a t i v e  l o c a l i s e d  d e -  
n a t u r a t i o n  a r o u n d  UV l e s i o n s  w h i c h  i s  t h o u g h t  t o  be  an e x ­
p l a n a t i o n  f o r  c a f f e i n e  i n h i b i t i n g  e x c i s i o n  r e p a i r  I - b ) .  One 
mode l  (26 )  p o s t u l a t e d  t o  i l l u s t r a t e  a m p l i f i c a t i o n  o f  p h l e o ­
m y c in  by c a l f e i n e  s u g g e s t s  a s i m i l a r  s i t u a t i o n ,  namely  t h a t
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p h l e o m y c i n  a n d  c a f f e i n e  i n d u c e  l o c a l i s e d  c o o p e r a t i v e  d e n a t u -  
r a t i o n  i n  DNA r e s u l t i n g  i n  t h e  DNA b e i n g  s e n s i t i v e  t o  a n  e x ­
c i s i o n  e n d o n u c l e a s e  w h i c h  l e a d s  t o  DNA b r e a k d o w n  a nd  c e l l  
d e a t h .  I n h i b i t i o n  o f  e x c i s i o n  r e p a i r  by t h e  a m p l i f i e r s  t e s ­
t e d  may s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  t h e  a n a l o g u e s  i n t e i a c t  w i t h  
DNA a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l .
H e n c e ,  i n  t h e  t h i r d  s e c t i o n ,  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a m p l i ­
f i e r s  w i t h  DNA was  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  v a r i o u s  t e c h n i q u e s :
( a )  o p t i c a l  d e n s i t y
( b )  c i r c u l a r  d i c h o i s m
( c )  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y
( d )  v i s c o s i t y
M e a s u r e m e n t s  o f  h e l i x - c o i l  t r a n s i t i o n  t e m p e r a t u r e s , v i s c o s i t x  
a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  d e m o n s t r a t e d  no d e t e c t a b l e  e f f e c t s  o f  
t h e  a m p l i f y i n g  a g e n t s , p r e s u m a b l y  b e c a u s e  t h e v  w e r e  t o o  i n ­
s e n s i t i v e .  C i r c u l a r  d i c h r o i s m  s t u d i e s  r e v e a l e d  c o n s i d e r a b l e  
c h a n g e s  i n  t h e  o p t i c a l  a c t i v i t i e s  o f  DNA on t r e a t m e n t  w i t h  
t h e  a m p l i f i e r s .  U n f o r t u n a t e l y  t h e r e  i s  no way a s  y e t  o f  i n ­
t e r p r e t i n g  t h e s e  c h a n g e s .  H o w e v e r ,  t h e  c h a n g e s  r e v e a l e d  d i ­
r e c t  i n t e r a c t i o n  i n d i c a t i n g  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  DNA 
m o l e c u l e .  The c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  may be  s u f f i c i e n t  t o  
i n d u c e  l o c a l i s e d  d e n a t u r a t i o n  r e n d e r i n g  t h e  DNA s e n s i t i v e  t o  
t h e  e n d o n u c l e a s e  s u g g e s t e d  by  G r i g g  ( 2 b ) .
T h e o r e t i c a l  wo r k  i s  a t  p r e s e n t  b e i n g  u n d e r t a k e n  i n  c o l l a b o r a ­
t i o n  w i t h  Dr S a w a r y n  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  E r l a n g e n - N u r e m b e r g  
i n  Wes t  Germany  t o  s t u d y  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  DNA 
s u g g e s t e d  ( p r e d i c t e d )  f r o m  t h e  CD m e a s u r e m e n t s .  The c r y s t a l  
s t r u c t u r e s  a nd  t h e  e l e c t r o n i c  c o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  a m p l i f i ­
e r s  a r e  b e i n g  c a l c u l a t e d  on  an  e m p i r i c a l  l e v e l  u s i n g  a com­
p u t e r  p r o g r a m  d e v e l o p e d  by  Dr S a w a r y n . A s e a r c h  i n  t h e  Cam­
b r i d g e  c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t a  f i l e  *e v e a l e d  t h a t  t h e  s t r u c t u ­
r a l  and  e l e c t r o n i c  d a t a  o f  t h e  a n a l o g u e s  h a s  n o t  y e t  b e e n  d e ­
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t e r m i n e d .  Once t h e  s t r u c t u r a l  d a t a  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d , two 
modes  o f  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a m p l i f i e r s  w i t h  DNA c a n  be c o n ­
s i d e r e d :
la) Intercalation : Optimal structures of the intercalated 
complex would be determined by calculation of the in­
teraction energy for these analogues found to interact 
by intercalation, and
(b )  C o v a l e n t  b i n d i n g  : An a t t e m p t  w o u l d  be made t o  d e s c r i b e  
a p r e f e r r e d  r e a c t i o n  p a t h  f o r  b i n d i n g  f o r  t h o s e  a n a l o ­
g u e s  f o u n d  t o  i n t e r a c t  by c o v a l e n t  b i n d i n g .
Finally, the results from the theoretical calculations may 
suggest a molecular mechanism for phleomycin amplification 
in correlation with biological activity.
T h i s  t h e s i s  s t u d i e s  t h e  e f f e c t s  o f  o n l y  one  c l a s  o f  a m p l i ­
f i e r s ,  n a m e l y  t h e  p u r i n e  and  p y r i m i d i n e  a n a l o g u e  . Many 
o t h e r  c l a s s e s  o f  c o m p o u n d s , f o r  e x a m p l e , t h e  a r o m a t i c  t r i ­
c y c l i c  compounds  r e p o r t e d  by G r i g g  e t  a 1 (19 )  a r e  good amp­
l i f i e r s  o f  p h l e o m y c i n .  T h e s e  compounds  w e r e  n o t  t e s t e d  i n  
t h i s  s t u d y  b e c a u s e  none  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p u ­
r i n e  a n a l o g u e s  p r o v i d e d  a n  u n e q u i v o c a l  l e a d  a s  t o  t h e  m e c h ­
a n i s m  o f  p h l e o m y c i n  a m p l i f i c a t i o n .
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